





Résumé des travaux de thèse 
 
 
Les ribosomes sont les molécules présentes dans toutes les cellules du règne vivant. Ils 
résultent de l’assemblage d’ARN ribosomiques (ARNr) et de protéines ribosomiques, 
constituant des particules ribonucléoprotéiques (RNP). Ils jouent un rôle majeur en décodant 
l’information génétique contenue dans les ARN messagers (ARNm) afin de les traduire en 
protéines lors du processus de traduction. La production des ribosomes chez les eucaryotes est 
initiée par la transcription par l’ARN pol I d’un pré-ARNr ribosomique (pré-ARNr) 
précurseur des ARNr matures 18S, 5.8S et 25S/28S, qui sera modifié chimiquement et digéré 
par des endo- et exoribonucléases pour aboutir aux ARNr matures. Le pré-ARNr en cours de  
synthèse s’associe avec des protéines ribosomiques, des petites particules 
ribonucléoprotéiques (snoRNP) et des protéines dites « non ribosomiques » conduisant à 
l’assemblage de la particule 90S initiale. Cette particule est ensuite scindée en particules pré-
ribosomiques pré-40S et pré-60S, qui vont suivre des voies de maturation indépendantes pour 
aboutir aux sous unités ribosomiques 40S et 60S mature. La production des ribosomes 
eucaryotes requiert l’intervention de plus de 200 protéines dites « non ribosomiques », qui 
s’associent avec les particules pré-ribosomiques et sont absentes des ribosomes 
cytoplasmiques matures. Des données obtenues en collaboration suggèrent que cinq protéines 
non-ribosomiques impliquées dans les étapes précoces de la formation de la grande sous-unité 
ribosomique, Npa1p, Npa2p, Nop8p, Dbp6p et Rsa3p forment un complexe en l’absence 
d’ARN ribosomique. Il s’agirait du plus gros complexe connu composé uniquement de 
protéines, requis pour la formation des sous unités ribosomiques. Nop8p contient un domaine 
de liaison à l’ARN et pourrait permettre de fixer le complexe au pré-ARNr, et Dbp6p est une 
potentielle ARN hélicase. Les composants du complexe pourraient constituer des régulateurs 
et/ou des cibles de Dbp6p. Les objectifs de ma thèse étaient de déterminer si les protéines 
Npa1p, Npa2p, Nop8p, Dbp6p et Rsa3p forment effectivement un complexe en dehors des 
pré-ribosomes, de caractériser les interactions protéine/protéine au sein du complexe et sa 
structure et d’étudier les fonctions de ses composants. Au cours de ma thèse, j’ai mis en 
évidence que Nop8p, Dbp6p et Rsa3p sont associées aux pré-ARNr 35S, 32S et 27SA2 et font 
donc partie des mêmes particules pré-ribosomiques que Npa1p et Npa2p. Les protéines 
Npa1p, Npa2p, Nop8p et Rsa3p forment un complexe stable, qui persiste une fois dissocié des 
particules pré-ribosomiques. L’observation au microscope électronique à transmission des 
complexes purifiés révèle la présence de deux types de complexes de tailles différentes. Par 
ailleurs, l’hélicase Dbp6p interagit avec ce complexe, mais de manière plus labile car elle en 
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est dissociée en présence d’une forte concentration en magnésium.  Les analyses de déplétion 
de chaque membre du complexe montrent que l’absence de Nop8p n’empêche pas les 
interactions entre Npa1p, Npa2p et Rsa3p, et que l’absence de Npa2p n’empêche pas les 
interactions entre Npa1p, Nop8p et Rsa3p. En revanche, l’absence de Npa1p déstabilise 
totalement le complexe. La perte d’expression de Dbp6p affecte également l’efficacité de co-
précipitation de ces pré-ARNr, mais dans une moindre mesure. En parallèle, nous avons 
débuté une étude des interactions protéine/protéine qui s’établissent entre les membres du 
complexe. Des données préliminaires suggèrent des interactions directes entre Npa1p, Npa2p 
et Dbp6p et entre Npa1p et Rsa3p. Nous avons également commencé à effectuer des tests 
d’activité in vitro de l’hélicase Dbp6p qui suggèrent qu’elle présente une activité ATPase. 
Enfin, nous avons également localisé le site de fixation sur le pré-ARNr de Npa1p situé à 
proximité de la protéine ribosomique Rpl3, suggérant qu’ils pourraient collaborer dans la 


























Ribosomes are huge molecular complexes present in all cells of living things. They result 
from the assembly of ribosomal RNA (rRNA) and ribosomal proteins, constituting 
ribonucleoproteins (RNP). They play a major role in decoding the genetic information 
contained in messenger RNA (mRNA) to translate them into proteins during translation. 
Production of eukaryotic ribosomes is initiated by transcription of a pre-ribosomal rRNA 
(pre-rRNA) precursor of mature 18S rRNA, 5.8S and 25S / 28S by RNA polymerase I, which 
is chemically modified and trimmed with endo- and exoribonucleases, in order to form mature 
rRNAs. The nascent pre-rRNA associates with ribosomal proteins, small ribonucleoprotein 
particles (snoRNP) and proteins called "non-ribosomal", leading to the assembly of an initial 
pre-90S particle. This particle is then split into pre-ribosomal pre-40S and pre-60S particles 
that follow independent maturation pathways leading to mature ribosomal 40S and 60S 
subunits. Synthesis of eukaryotic ribosomes requires the intervention of more than 200 non-
ribosomal proteins that associate with pre-ribosomal particles and are absent from mature 
cytoplasmic ribosomes. Data obtained in collaboration suggest that five non-ribosomal 
proteins involved in the early maturation steps of the large ribosomal subunit Npa1p, Npa2p, 
Nop8p, Dbp6p and Rsa3p form a complex in the absence of ribosomal RNA. It would be the 
biggest and only known protein module required for the formation of ribosomal subunits. 
Nop8p contains a RNA binding domain and could tether the complex with pre-rRNA, and 
Dbp6p is a putative RNA helicase. Components of the complex may constitute regulators and 
/ or Dbp6p targets. The objectives of my thesis were to determine whether Npa1p, Npa2p, 
Nop8p, Dbp6p and Rsa3p can form a complex outside the context of pre-ribosomes, 
characterize protein / protein interactions within the complex, and also to study its structure 
and function. During my thesis, I demonstrated that Nop8p, Dbp6p and Rsa3p are associated 
with 35S, 32S and 27SA2 pre-rRNAs, and are therefore constitutive of the same pre-
ribosomal particles than Npa1p and Npa2p. Npa1p, Npa2p, Nop8p and Rsa3p can form a 
stable complex that exists once dissociated pre-ribosomal particles. Electron microscopic 
observation reveal two types of complexes. Furthermore, Dbp6p helicase can interact with 
this complex, but in a more labile fashion, since it is dissociated in presence of a high 
concentration of magnesium. Depletion experiments show that the absence of Nop8p does not 
prevent interactions with Npa1p, Npa2p and Rsa3p, and that the absence of Npa2p does not 
prevent interactions with Npa1p, Nop8p and Rsa3p. However, the absence of Npa1p strongly 
destabilizes the complex. Loss of expression of Dbp6p also affects the efficiency of co-
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precipitation of 35S, 32S and 27SA2 pre-rRNAs, but to a lesser extent. In parallel, we began a 
study of protein / protein interactions between members of the complex. Preliminary data 
suggest a direct interaction between Npa1p or Npa2p and Dbp6p, and Npa1p and Rsa3p. We 
also began conducting an in vitro study of Dbp6p that suggest it has a helicase activity. 
Finally, by CRAC analysis we show that Npa1p binds adjacent to large ribosomal protein 

































ADN : Acide Désoxyribonucléique 
ADP : Adénosine Diphosphate 
ARN : Acide RiboNucléique 
ARNm : ARN messager 
ARNr : ARN ribosomique 
ARNt : ARN de transfert 
ATP : Adénosine Triphosphate 
CRAC : UV Cross-linking and analysis of cDNA 
eEF : Facteur d’élongation de la traduction eucaryote 
eIF : Facteur d’initiation de la traduction eucaryote 
ES : Segment d’expansion 
ETS : External Transcribed Region 
GTP : Guanosine Triphosphate 
IGS : Intergenic Spacer Region 
ITS : Internal Transcribed Region 
NES : Nuclear Export Sequence 
NPC : Nuclear Pore Complex 
PIC : Complexe de pré-initiation 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PTC : Centre Peptidyl Transférase 
RNP : Particule Ribonucléoprotéique 
RPL : Ribosomal Protein of the Large Subunit 
SDS : Sodium Dodécyl Sulfate 
snRNP : small nuclear Ribonucleo Particle 
snoRNP : small nucleolar Ribonucleo Particle 
SSU : Small Subunit 
TCA : Acide Trichloroacétique 
TF : Facteur de transcription 
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I. Les ribosomes 
 
1. Généralités sur les ribosomes  
 
Les ribosomes sont présents dans toutes les cellules du règne vivant. Ils résultent de 
l’assemblage d’ARN ribosomiques (ARNr) et de protéines ribosomiques et constituent donc 
des particules ribonucléoprotéiques (RNP). Ils jouent un rôle majeur en décodant 
l’information génétique contenue dans les ARN messagers (ARNm) afin de les traduire en 
protéines. Ce processus fondamental et ubiquitaire se nomme la traduction.  
Chez les eucaryotes comme chez les procaryotes, les ribosomes sont constitués de deux sous 
unités de tailles différentes. La taille des deux sous unités est définie en Svedberg (S), qui est 
une mesure de la vitesse de sédimentation des particules en suspension. Ainsi les ribosomes 
procaryotes sont constitués d’une petite sous unité 30S et d’une grande sous unité 50S, alors 
que les ribosomes eucaryotes sont constitués d’une petite sous unité 40S et d’une grande sous 
unité 60S. L’association des deux sous unités forme le ribosome mature 70S chez les 
procaryotes, et 80S chez les eucaryotes. 
Lors du processus de traduction, la petite sous unité ribosomique est responsable du décodage 
de l’information génétique contenue dans les ARNm. Elle permet le positionnement correct 
des anticodons des ARN de transfert (ARNt), chargés des acides aminés, avec les codons de 
l’ARNm. La petite sous unité est constituée d’une molécule d’ARNr 18S et de 32 protéines 
ribosomiques chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Chez la bactérie E.coli, elle est 
constituée de l’ARNr 16S et de 21 protéines ribosomiques. 
La grande sous unité ribosomique porte l’activité peptidyl-transférase. Ce processus permet la 
formation d’une liaison peptidique entre deux acides aminés et assure donc la synthèse de la 
chaîne polypeptidique qui constituera la future protéine. La grande sous unité est composée 
des ARNr 25/28S, 5.8S et 5S ainsi que  de 46 protéines ribosomiques chez les eucaryotes, et 
des ARNr 23S et 5S associés à 34 protéines ribosomiques chez les procaryotes. 
 
2. La traduction 
 
Les deux sous unités ribosomiques contiennent 3 sites de liaisons pour les ARNt : 
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- Le site A (aminoacyl) dans lequel se lie l’ARNt amino-acylé, dont l’acide aminé sera 
incorporé dans la chaîne polypeptidique naissante. 
- Le site P (peptidyl) dans lequel se  positionne l’ARNt portant la chaîne polypeptidique 
en cours de synthèse. 
- Le site E (exit) occupé par les ARNt déacylés avant qu’ils ne se dissocient du 
ribosome. 
Le processus de traduction se fait en trois étapes qui sont détaillées ci-dessous : l’initiation, 





La traduction est initiée par l’association de la petite sous unité au niveau de la coiffe 5’ de 
l’ARNm. Cette association requiert l’intervention de plus de 11 facteurs d’initiation eIF (38). 
La petite sous unité va ensuite scanner l’ARNm en se déplaçant dans le sens 5’- 3’ à la 
recherche du codon initiateur AUG situé au sein d’une séquence nommée « Kozak ». L’ARNt 
initiateur portant la méthionine va se loger au sein du site P, en vis-à-vis du codon AUG, 
formant ainsi le complexe ternaire dit « d’amorçage » ou de pré-initiation de 43S (Figure 1). 
La grande sous unité peut ensuite s’associer avec ce complexe, ce qui correspond à la fin de 
l’étape d’initiation (38). 
 
2.2 L’élongation  
 
Le mécanisme d’élongation de la traduction est bien conservé entre les eucaryotes et les 
bactéries. Ce mécanisme, qui va permettre d’assembler les acides aminés un à un, est divisé 
en 3 principales étapes (39). 
La première étape va permettre le positionnement de l’ARNt aminoacylé au site A. Le 
complexe ternaire constitué par le facteur d’élongation eEF1A lié à une molécule de GTP et à 
l’ARNt aminoacylé permet la liaison de cet ARNt au ribosome 80S via l’appariement de la 
boucle de l'anticodon de l'ARNt avec l'ARNm au niveau du site A de la petite sous unité. 











La deuxième étape est la formation de la liaison peptidique. Cette liaison se fait au niveau du 
centre peptidyl transférase (PTC), entre la chaîne polypeptidique naissante au site P et l’acide 
aminé porté par l’ARNt au site A. 
La troisième étape implique l’intervention du facteur eEF2-GTP. L’hydrolyse du GTP lié à ce 
facteur induit la translocation du ribosome sur l’ARNm. Ce déplacement libère le site A, et 
positionne l’ARNt portant la chaîne polypeptidique dans le site P et l’ARNt déacylé dans le 
site E. Le ribosome est alors prêt pour un nouveau cycle d’élongation. 
 
2.3 La terminaison 
 
La terminaison de la traduction a lieu lorsque la fin de la séquence codante est atteinte par le 
ribosome et qu’un codon STOP (UAA, UGA ou UAG) se positionne au niveau du site A, 
suite à la translocation du ribosome. Chez les eucaryotes, cette étape est catalysée par deux 
facteurs protéiques, eRF1et eRF3. Un complexe ternaire constitué par eRF1 et eRF3 lié à du 
GTP se lie au niveau du site A comportant le codon STOP (39). L’hydrolyse du GTP libère 
eRF3. Un complexe constitué par l’ATPase ABCE1 et Rli1 se lie à eRF1 et le rend actif. 
eRF1 induit alors l’hydrolyse par le ribosome de la liaison ester unissant la chaîne 
polypeptidique à l’ARNt dans le site P. Ceci permet la libération du polypeptide. L’hydrolyse 
d’ATP par ABCE/Rli1 induit la dissociation des sous unités ribosomiques. A la fin du 
processus, une étape de recyclage intervient et les sous unités ribosomiques sont réutilisées 























































Figure 2 : Composition des ribosomes bactériens et eucaryotes  (2) Les ribosomes chez les bactéries 
et les eucaryotes partagent un cœur commun très conservé composé d’ARN (en bleu) et de protéines 
(en rouge). En plus de ce cœur, les ribosomes de chaque type contiennent des protéines et des 
segments d’extension d’ARN spécifiques.  
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3. Structure des ribosomes 
 
La première observation des ribosomes fut réalisée par Georges Palade en 1953. Celui-ci  
observa au microscope des grains opaques aux électrons  qui parsèment le cytoplasme. Il les 
appela « Small Particulate Components », ou « Ribonucleoprotein Particles ». Longtemps 
appelés « grains de Palade », ces particules furent rebaptisées « ribosomes » par Robertson en 
1958. Par la suite, les techniques de cryo-microscopie électronique et de cristallographie par 
diffraction aux rayons X ont permis d’établir des structures de plus en plus résolutives. Ces 
structures de sous unités ribosomiques à haute résolution ont facilité la compréhension des 
mécanismes moléculaires de la traduction. De plus, la connaissance des positions précises des 
résidus dans le ribosome dans divers états a permis de réaliser des expériences biochimiques 
et génétiques de plus en plus sophistiquées (40). La structure dynamique et la complexité du 
ribosome ont rendu difficile l’obtention des cristaux nécessaires pour déterminer des 
structures à haute résolution, notamment du ribosome entier. Ce sont donc d’abord les 
structures des petites (41,42) et des grandes (41-46) sous unités ribosomiques procaryotes 
isolées qui ont été déterminées. Ces travaux qui ont permis de mieux comprendre 
l’organisation structurale du ribosome ont été récompensés par le prix Nobel de chimie 2009 
décerné aux professeurs Venkatraman Ramakrishnan, Thomas A. Steitz et Ada E. Yonath. 
C’est ensuite la structure à haute résolution du ribosome 70S procaryote qui a pu être 
déterminée (4,47,48). 
En raison de leur plus grande complexité, ce n’est que récemment que les structures à haute 
résolution des ribosomes eucaryotes ont pu être obtenues. Les différentes structures ont 
montré qu’il existe un cœur universel très conservé entre procaryotes et eucaryotes, contenant 
le centre peptidyl transférase (PTC), le tunnel polypeptidique, et le centre de décodage de 
l’ARNm. Cependant, il existe des différences majeures qui consistent principalement en la 
présence chez les eucaryotes de segments d’expansion additionnels d’ARN, la présence de 26 
protéines ribosomiques supplémentaires, ainsi que la présence de domaines supplémentaires 
dans certaines protéines ribosomiques. Ainsi les ribosomes ont une taille de 2.3 MDa chez les 
bactéries ou les archées (Figure 2), de 3.3 MDa chez la levure et de 4.3 MDa chez les 
eucaryotes supérieurs (2). Les premières études de la structure ayant eu pour but d’étudier la 





Figure 3 : Comparaison des structures cristallographiques des petites sous unités procaryotes et 
eucaryotes (2), (a et c) Structure de la petite sous unité procaryote 30S (T. thermophilus). (b et d) 
Structure de la petite sous unité eucaryote 40S (S.cerevisiae). Le cœur conservé est illustrée en blanc 
(ARNr) et jaune (protéines). Les extensions spécifiques sont illustrées en vert et rouge 












cryo-microscopie électronique chez la levure Saccharomyces cerevisiae (49-51). Cette 
technique a également permis d’obtenir la structure du ribosome mature 80S du chien (52). 
Par la suite, les structures cristallographiques de la petite sous-unité 40S (53) et de la grande 
sous-unité 60 S (54) de Tetrahymena thermophila ont été déterminées. Plus récemment, la 
structure du ribosome mature de levure (7,35,54,55)a pu être déterminée par cristallographie, 
puis celle des ribosomes humains et de la drosophile par cryo-microscopie électronique 
(30,56). Les études actuelles tentent de résoudre les structures des précurseurs des sous-unités 
ribosomiques (1,36), et d’obtenir une structure cristallographique à haute résolution du 
ribosome mature humain (57). 
 
3.1 Structure de la petite sous unité ribosomique chez les bactéries et les eucaryotes 
 
La petite sous unité ribosomique des bactéries est composée de l’ARNr 16S et de 21 protéines 
ribosomiques. La première structure à haute résolution d’une petite sous unité ribosomique 
procaryote a été obtenue avec la sous unité 30S du ribosome de Thermus thermophilus à 3 Å 
de résolution (2,41,42). L’analyse structurale montre que c’est la structure secondaire de 
l’ARNr 16S qui donne la forme globale à la petite sous unité. Les protéines ribosomiques se 
situent à la périphérie. Elles interagissent entre elles et s’insèrent dans les espaces libres 
laissés par l’ARNr et ainsi stabilisent la structure. 
La petite sous unité des eucaryotes est composée de l’ARNr 18S et de 33 protéines 
ribosomiques, dont 18 n’ont pas d’homologues chez la bactérie. La première structure 
cristallographique eucaryote, celle la petite sous unité 40S de Tetrahymena thermophila, a été 
obtenue en 2011 à 3,9 Å de résolution (53). 
Les sous unités 30S et 40S présentent des formes globalement similaires. Elles sont divisées 
en cinq parties distinctes : la tête, le corps, la plateforme, le bec et les épaules. L’ARNm et les 
trois sites de liaison à l’ARNt (A,P et E) sont localisés au niveau de l’interface des deux sous 
unités. L’ARNm passe par un tunnel situé entre la tête et les épaules, et s’enroule autour du 
cou de la sous unité 30S. Le site de sortie de l’ARNm (extrémité 5’ de l’ARNm) est situé 
entre la tête et la plateforme. Le centre de décodage de la petite sous unité, dans lequel le 
codon s’apparie à l’anticodon, est localisé à la surface de l’interface. Il est constitué de trois 
domaines : la tête, les épaules, et l’avant dernière tige. La comparaison des structures des sous 
unités procaryotes et eucaryotes montre qu’il existe cependant des différences (Figure 3). Par 
exemple, la petite sous unité eucaryote présente des densités supplémentaires au niveau de la 
partie inférieure. On peut ainsi distinguer un pied gauche et droit pour la sous unité 40S. La 
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partie accessible au solvant autour du site de sortie de l’ARNm de la sous unité 40S contient 
de nombreuses protéines spécifiques (S7e, S17e, S25e, S27e et S28e) et des segments 
d’ARNr (ES6S et ES7S) qui n’ont pas d’analogues chez la sous unité 30S. La fonction exacte 
de ces éléments n’a pas été déterminée, mais ils sont susceptibles d'être associés à des 
processus spécifiques aux eucaryotes dans l'initiation de la traduction. Le bec est plus allongé 
et plus incurvé car l’hélice 33 de l’ARNr 18S qui forme cette structure est l'hélice 
universellement conservée H16 est maintenue dans une conformation dans laquelle elle est 
pliée vers la protéine S3 par un domaine de la protéine S4 spécifique des bactéries qui 
recouvre une grande partie de H16 (Fig. 3c). Cependant, parce que ce domaine n’existe pas 
chez les eucaryotes, H16 est dans une orientation complètement différente, où elle s’étend 
loin du corps. Bien que la protéine S30e soit située à la base de H16 chez les eucaryotes, elle 
ne semble pas empêcher H16 d'être en mesure d'adopter des orientations différentes dans la 
structure 80S. Cette flexibilité conformationnelle de H16 chez les eucaryotes confirme le 
modèle actuel de décodage de l'ARNm. Ce modèle propose que la liaison des facteurs eIF1 et 
eIF1A à la sous unité 40S stimule le décodage en induisant l’adoption par H16 d’une 
orientation fermée, ce qui stabilise l'ouverture du tunnel d’entrée de l'ARNm, et permet au 
décodage d'avoir lieu. Ces différences entre procaryotes et eucaryotes semblent donc 
directement corrélées à la plus grande complexité du mécanisme d’initiation de la traduction 
qui a lieu dans les cellules eucaryotes. 
 
3.2 Structure de la grande sous unité ribosomique chez les bactéries et les eucaryotes 
 
La grande sous unité ribosomique catalyse via son centre peptidyl transférase (PTC) la 
formation des liaisons peptidiques entre les acides aminés incorporés. 
Chez les procaryotes, la grande sous unité 50S est constituée des ARNr 23S et 5S, et de 33 
protéines ribosomiques. La première structure à haute résolution a été obtenue en 2000, celle  
de la grande sous unité de Haloarcula marismortui à 2,4 Å de résolution (45). Puis en 2001, 
la structure à 3,1 Å de résolution de la grande sous unité 50S de Deinococcus radiodurans a 
également été résolue (46). L’analyse des structures cristallographiques montre que la grande 
sous unité possède une forme globulaire. C’est l’ARNr 23S qui structure et forme un large 
noyau central. Celui-ci est surmonté par 3 protubérances : une protubérance centrale entourée 
par deux protubérances latérales. Lorsque l’on observe la vue de la structure en contact avec 
le solvant, on distingue à droite la tige L1 qui est constituée de la protéine ribosomique L1. 













Figure 4 : Comparaison des structures cristallographiques des grandes  sous unités procaryotes et 
eucaryotes (2,22); (35) (a, c) Structure de la grande sous unité procaryote 50S : Les protéines 
spécifiques sont indiquées en vert. (b, d) Structure de la grande sous unité eucaryote 60S : les 
protéines spécifiques sont indiquées en rouge. Le coeur commun est représenté en blanc (ARNr) et 
les protéines en jaune. (e ,f) Comparaison de la protubérance centrale de la grande sous unité 60S de 




protubérance latérale constituée des protéines ribosomiques L7 et L12, est appelée tige 
L7/L12 (tige P chez les eucaryotes). Cette tige permettrait le recrutement des aminoacyl-
ARNt au site A lors de l’étape d’élongation. La protubérance centrale est composée par 
l’ARNr 5S et les protéines ribosomiques L5 et L18. Cette protubérance semble très flexible. 
Elle subirait des réarrangements structuraux lors de la translocation du ribosome sur l’ARNm 
en cours de traduction (7). Comme pour la petite sous unité, les protéines ribosomiques 
rigidifient la structure de la sous unité et sont principalement concentrées sur la surface, mais 
sont absentes au niveau des parties impliquées dans la synthèse protéique : la zone d’interface 
avec la sous unité 30S et le centre peptidyl transférase. 
Chez les eucaryotes, la grande sous unité est composée des ARNr 25S, 5S et 5.8S et de 46 
protéines ribosomiques. Les grandes sous unités 50S et 60S ont une forme similaire (54), et 
présentent les mêmes éléments caractéristiques incluant la protubérance centrale, la tige L1 et 
la tige L7/L12 (tige P chez les eucaryotes). 27 protéines sont spécifiques aux eucaryotes, et 
des caractéristiques additionnelles sont présentes : des insertions multiples, des extensions de 
protéines, ainsi que plusieurs segments d’extensions d’ARNr qui sont concentrés à la 
périphérie de la sous unité formant un anneau quasi-continu qui enveloppe le noyau. Les 3 
sites (A,P et E) décrits précédemment, sont localisés au niveau de l’interface de la grande sous 
unité. Le centre peptidyl-transférase est adjacent à l’entrée du tunnel le long duquel les 
protéines en cours de traduction progressent avant de sortir du ribosome. L’absence globale 
de parties spécifiques aux bactéries et aux eucaryotes au niveau de la région centrale et de la 
zone d’interface avec la petite sous unité, est en accord avec les fonctions universellement 
conservées de ces domaines. Cela peut se constater au niveau du centre peptidyl transférase, 
qui au niveau de la zone d’interface est relativement dépourvu de fragments spécifiques aux 
deux règnes. Il existe cependant d’importantes différences structurales entre les deux sous 
unités 50S et 60S. Par exemple, il existe des différences dans l’organisation du tunnel 
peptidique, qui peut se traduire par une différence fonctionnelle. Il y a d’autres différences au 
niveau des protubérances et la présence de protéines additionnelles spécifiques. La 
protubérance centrale est plus large chez les eucaryotes par rapport aux procaryotes (Figure 
4), et établit des interactions avec d’autres régions du ribosome (35). Chez les eucaryotes, le 
segment d’expansion ES12 forme une hélice d’ARN qui est parallèle à l’ARNr 5S. La 
protéine L6 (spécifique des eucaryotes) se lie à l’ARNr 5S, et est incorporée dans une région 
riche d'autres éléments spécifiques aux eucaryotes, à savoir la protéine L14e, le domaine N-
terminal de L7, le segment d’expansion ES7 et des domaines spécifiques des protéines 












Figure 5 : Vue d’ensemble de la structure du ribosome mature 70S de T.thermophilus (4). La 
grande sous unité est en gris et la petite sous unité en bleu. Le bras de l’anticodon de l’ARNt-A est 
visible (en orange) au niveau de la cavité de l’interface des deux sous unités. 
Figure 6 : Mise en évidence de ponts entre les sous unités (4). (A) Structures 
secondaires des ARNr 16S et 23S. Les zones marquées en rouge sont impliquées dans les 
contacts entre les 2 sous unités ribosomiques. (B et C) Vues des interfaces des sous unités 
50S (B) et 30S (C). Les ponts sont énumérés. Les contacts ARN/ARN sont indiqués en 




3.3 Structure du ribosome mature procaryote 70S 
 
 
Plusieurs études au cours de la dernière décennie ont permis de résoudre la structure du 
ribosome mature procaryote 70S. La première structure obtenue par cristallographie est celle 
du ribosome 70S de Thermus thermophilus à 7,8 Å de résolution dans le groupe de Marat 
Yusupov (47). Les études qui ont suivi ont permis d’obtenir une structure à 5,5 Å (Figure 5) 
puis 2,8 Å de résolution (4,48). Contrairement aux études des sous unités isolées, la résolution 
de la structure du ribosome mature a permis de décrire en détail les interactions entre le 
ribosome, l’ARNm et l’ARNt, les interactions entre les sous unités ribosomiques, et de façon 
très intéressante le rôle des ions métalliques dans la stabilisation de la structure.  
Il apparaît que l’interaction entre les 2 sous unités se fait par des contacts appelés aussi 
« ponts », qui sont de trois types : ARN/ARN, protéine/ARN et protéine/protéine (Figure 6). 
Ces ponts sont au nombre de 12. Les ponts ARN/ARN sont localisés au niveau de la 
plateforme de la petite sous unité et de l’avant dernière tige, en contact direct avec les sites de 
liaison de l’ARNt. Les contacts entre protéines sont localisés plus en périphérie, à distance 
des sites fonctionnels.  
L’analyse structurale a aussi permis de comprendre une étape clé du mécanisme de traduction, 
à savoir l’interaction du ribosome avec son substrat ARNt. En plus de son interaction avec 
l'ARNm par appariement de bases entre codons et anticodons, l’ARNt interagit directement 
avec le ribosome. Ces interactions non seulement aident à stabiliser la liaison de l'ARNt avec 
le ribosome, mais sont aussi impliquées directement dans des processus fonctionnels tels que 
les mécanismes de discrimination qui augmentent la précision de sélection des ARNt amino-
acylés, le maintien du bon cadre de lecture, les mouvements de translocation de l’ARNt avec 
le ribosome, et la catalyse de la formation de la liaison peptidique.  
Les ions magnésium ont longtemps été connus pour être cruciaux pour plusieurs aspects de la 
traduction, tels que l'association des sous unités entre elles et la liaison de l’ARNt. L’analyse 
de la structure a montré que les ions métalliques sont positionnés dans des zones clés, à 
l'interface entre les sous unités et entre l’ARNt, le ribosome et l'ARNm. Ainsi, il a été montré 
qu’un ion magnésium stabilise un nœud dans l'ARNm à proximité des sites A et P, et cela 


















Figure 7: Structure cristallographique du ribosome de S.cerevisiae (7). (A) Vue du site E. (B) Vue 
site A. La grande sous unité 60S est colorée en jaune et la petite sous unité 40S est colorée en 
bleu. Les segments d’expansions eucaryotes sont en rouge. CP= Central Protuberance. 
Figure 8: Caractéristiques spécifiques du ribosome 80S (2). (a) Les sous unités sont semi-
transparentes. Les suffixes « in » et « out » indiquent deux conformations possibles des segments 
d’expansion d’ARNr ES27L et ES6S. (b-d) Les ARNr sont colorés en bleu et les protéines en rouge. 
(b) Une boucle de L4 (rouge) stabilise le repliement  en trois dimensions de l’hélice d’ARNr (bleu). 
(c) Le groupe de protéines autour d’ES31L illustre l’assemblage de protéines ribosomiques autour 
d’une boucle simple brin d’ARNr. (d) La queue de la protéine L8E est insérée dans une jonction 




3.4 Structure du ribosome mature 80S 
 
Les progrès effectués dans les méthodes de cristallisation développées pour la détermination 
des structures des ribosomes procaryotes ont rendu possible l’obtention des structures du 
ribosome de levure (7). 
La structure du ribosome eucaryote est beaucoup plus large (40%) que son homologue 
bactérien, bien que l’architecture de base, notamment le cœur universel, reste la même avec 
les éléments caractéristiques communs facilement reconnaissables (Figure 7). Les ribosomes 
80S présentent cependant de nombreuses caractéristiques spécifiques qui n’ont pas été 
observées chez les bactéries. On peut ainsi observer la présence de longues hélices d’ARNr 
dynamiques du côté solvant des deux sous unités, des regroupements de nombreuses protéines 
autour de segments simple brin d’ARNr, et des interactions médiées par les queues des 
protéines (35). Elles contiennent en effet de très grandes queues et des boucles qui émergent 
de la partie globulaire. La plupart d’entre elles ne sont pas enfouies entre les ARNr, comme 
pour les ribosomes 70S, mais sont localisées à la surface des ribosomes 80S, où elles sont 
essentiellement associées à d’autres parties spécifiques des eucaryotes. Durant les étapes 
précoces de la biogenèse des ribosomes, les protéines ribosomiques utilisent leurs domaines 
globulaires afin de reconnaître les régions spécifiques des ARNr, alors que leurs queues et 
leurs boucles participent au repliement des ARNr en neutralisant les charges négatives des 
phosphates, et permettant les interactions ARN-ARN. La résolution de la structure des 
ribosomes eucaryotes a permis de déterminer que ces interactions sont beaucoup plus 
importantes chez les eucaryotes (par exemple, les extensions des protéines L4, L22, L23, L29 
et S3) que chez les bactéries. Beaucoup de ces extensions interagissent avec des protéines 
spécifiques aux eucaryotes et des segments d’expansion d’ARNr (comme par exemple L4 
avec ES7L et ES15L), suggérant que les extensions conservées des protéines pourraient 
participer à l’assemblage des composants spécifiques des ribosomes 80S pendant le processus 
de biogenèse (Figure 8). 
L’analyse structurale a aussi permis d’étudier les segments d’expansion d’ARNr, notamment 
chez la levure. Ces segments d’expansion sont divisés en deux types. Le premier type 
regroupe les segments qui sont associés aux protéines ribosomiques ou à d’autres segments 
d’expansion. Par exemple les segments ES31L et ES39L, contiennent des parties d’ARNr 
simples brins qui sont entourées par plusieurs protéines ribosomiques. Le second type 
comprend de longues hélices d’ARNr qui se projettent dans le solvant sans interaction avec 
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les protéines ribosomiques. Ces hélices peuvent adopter différentes conformations, comme 
par exemple les hélices flexibles d’ES6S et ES27L. Le rôle biologique de ces segments 
d’expansion d’ARNr dynamiques n’est pas connu, mais leur accessibilité à la surface de la 
sous unité 60S suggère une possible implication dans le recrutement de facteurs ribosomiques 
ou de partenaires inconnus. Une étude publiée cette année a néanmoins permis de déterminer 
que la délétion de 14 sur un total de 16 segments d’expansions spécifiques de l’ARNr 25S 
entraînait un retard dans la croissance de la levure S.cerevisiae, et qu’ils étaient requis pour la 
production de l’ARNr 25S (59).  
A l’heure actuelle, la structure cristallographique du ribosome 80S humain n’a pas été 
déterminée. L’étape limitante est l’obtention d’une grande quantité d’échantillons homogènes 
qui permettrait d’obtenir des germes cristallins. Récemment l’équipe de Bruno Klahoz a 
obtenu des cristaux qui diffractent à 26 Å de résolution (57). Des études supplémentaires 
doivent être effectuées afin d’améliorer la résolution de diffraction. Les études structurales du 
ribosome humain s’appuie donc sur la cryo-microscopie électronique afin d’obtenir des 
structures  à haute résolution. La structure du ribosome 80S humain à 3.6 Å de résolution a 
ainsi pu être obtenue très récemment (30) grâce à une approche combinant la cryo-
microscopie et des techniques de calcul de cristallographie (Figure 9). En comparaison avec le 
ribosome de levure, le ribosome humain contient une protéine additionnelle eL28, ainsi que 
des densités supplémentaires correspondant à l’extrémité terminale de la protéine uS2. Il y 
aussi la présence d’un pont supplémentaire (le pont B2e) entre les deux sous unités. L’analyse 
structurale a permis de mettre en lumière de façon très intéressante les changements 
conformationnels  de la petite sous unité 40S. Contrairement aux structures obtenues 
précédemment, la tête de la sous unité 40S effectue un mouvement de pivotement par rapport 
à la sous unité 60S, ce qui conduit à une fermeture partielle de la région en forme de loquet. 
Cette région se situe entre la tête et les épaules de la petite sous unité. Cette région régule 
l’entrée de l’ARNm  dans le ribosome ainsi que son accès au centre de décodage (52,60). Cela 
pourrait être lié au fait que le tunnel contenant l’ARNm est vide, contrairement aux structures 
obtenues précédemment. La petite sous unité 40S subit 3 types de changements 
conformationnels (Figure 10.a). Le premier consiste en une rotation universelle similaire à 
celle des ribosomes bactériens. Le deuxième consiste en un mouvement de pivotement de la 





















Figure 9 : Structure du ribosome 80S humain (30). (a,b)  
Figure 10 : Changements conformationnels du ribosome humain (30). (a) Comparaison de la 
structure du ribosome humain dans un état de pré-tanslocation (la sous unité 40S est en rose, et 
la grande sous unité est en gris), et dans un état de post-translocation (quand le facteur eEF2 est 
présent), illustrant 3 types majeurs de mouvements. (b) Illustration d’un changement 




est une rotation du corps autour d’un axe vertical perpendiculaire à l’axe classique de rotation. 
Il est aussi intéressant de noter que la transition d’un état de pré à post translocation provoque 
plusieurs réarrangements majeurs dans la structure, notamment au niveau des protéines eL24 
et eL29 qui sont constitutives des ponts spécifiques aux eucaryotes. La partie C-terminale 
d’eL24 change complétement de localisation et forme une nouvelle interaction, au niveau de 
la sous unité 40S, avec la protéine ribosomique eES6 et l’ARNr 18S (Figure 10.b). 
La résolution des structures des ribosomes matures est cruciale, en particulier celle du 
ribosome humain, dans le but de concevoir des médicaments ciblant les ribosomes. Ces 
structures fournissent des descriptions moléculaires précises des poches de liaison 










































Le processus de synthèse des ribosomes a principalement été étudié chez la levure 
Saccharomyces cerevisiae, bien qu’au cours des dernières années des études ont été réalisées 
chez les mammifères. Le processus semble être bien conservé entre la levure et les 
mammifères. La levure Saccharomyces cerevisiae  étant l’organisme modèle utilisé pendant 
ma thèse, je me limiterai essentiellement à décrire le processus chez cet organisme. 
La synthèse des ribosomes, aussi appelée biogenèse des ribosomes, est un des processus les 
plus importants et les plus coûteux en énergie pour la cellule. Chez les eucaryotes, ce 
processus débute par la transcription des ADNr dans un compartiment spécifique du noyau : 
le nucléole. Il nécessite l’activité coordonnée des trois ARN polymérases, mobilisant ainsi 
60% des efforts transcriptionnels de la cellule. L’ARN polymérase II (ARN pol II) est 
responsable de la synthèse des pré-ARNm des protéines ribosomiques et des facteurs 
impliqués dans la biogenèse des ribosomes. L’ARN polymérase III (ARN pol III) produit le 
précurseur de l’ARNr 5S, alors que l’ARN polymérase I (ARN pol I) transcrit le précurseur 
commun aux trois futurs ARNr matures 5.8S, 18S et 25S (levure)/28S (mammifère). L’ARNr 
précurseur (pré-ARNr) transcrit par l’ARN pol I va subir des modifications chimiques, ainsi 
que des clivages endo et exonucléolytiques (61,62) qui vont permettre de supprimer les 
espaceurs transcrits internes et externes, jusqu’à l’obtention des ARNr matures. De façon 
concomitante avec le processus de maturation, les pré-ARNr s’assemblent avec les protéines 
ribosomiques, qui seront maintenues dans les ribosomes matures, et avec plus de 200 
protéines non ribosomiques et des petites particules ribonucléoprotéiques (snoRNP). Cet 
assemblage conduit à la formation de la particule 90S dans le nucléole, qui est ensuite divisée 
en particules pré-ribosomiques pré-60S et pré-40S. Ces particules sont exportées depuis le 
nucléoplasme vers le cytoplasme dans lequel se déroulent les étapes finales de maturation, 
permettant la formation des sous unités ribosomiques matures 40S et 60S. 
 


































Figure 11 : Organisation nucléolaire chez l’humain et la levure S.cerevisiae (32).  
Observation au microscope électronique de coupes transversales d’un nucléole humain (a) et de 
levure S.cerevisiae (b). Barre de légende = 0.25 µm. (c) et (d) Représentations schématiques des 
nucléoles respectifs. F= Composant fibrillaire, FC= Centre Fibrillaire, DFC= Composant fibrillaire 
dense, G ou GC= Composant granulaire, Ni= Interstices nucléolaires, Ch= Chromatine condensée. 
Les points rouges indiquent la localisation de la Pol I, et les barres noires les pré-ARNr. 
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Le nucléole est le lieu de transcription de l’ADNr et des premières étapes de maturation des 
pré-ARNr et d’assemblage des particules pré-ribosomiques. Le nucléole a longtemps été 
considéré comme une « usine à ribosomes ». Il a par la suite été démontré qu’il était impliqué 
dans de nombreux autres processus tels que la régulation du cycle cellulaire, ainsi que la 
biogenèse de particules ribonucléoprotéiques (RNPs). D’un point de vue structural, le 
nucléole est un domaine nucléaire non délimité par une membrane, qui occupe chez la levure 
près d’un tiers du volume du noyau (32).  Chez cet organisme, il n’existe qu’un seul nucléole 
par noyau, et son organisation structurale est controversée (63). Le nucléole humain est divisé 
en 3 parties distinctes, alors que d’après Thiry et Lafontaine, celui de levure serait divisé en 2 
parties (Figure 11). Chez S.cerevisiae, le nucléole serait ainsi composé d’un composant 
fibrillaire contenant l’ADNr en cours de transcription. Ce composant fibrillaire est intégré 
dans un composant granulaire qui contient les particules pré-ribosomiques en cours de 
maturation. 
 
3. Organisation de l’ADN ribosomique chez Saccharomyces cerevisiae 
 
L’ADN ribosomique contient l’information génétique destinée aux ARNr. Les gènes 
ribosomiques sont répétés en tandem. Chez la levure S.cerevisiae, ces répétitions sont 
localisées au niveau du bras droit du chromosome XII (Figure 12). Les gènes ribosomiques 
codant les futurs ARN ribosomiques 18S, 5.8S et 25S sont contenus dans une unité 
transcriptionnelle d’ADNr d’une longueur de 9.1 kb.  Les régions intergéniques IGS1 et IGS2 
contiennent des origines de réplication (ARS), ainsi que des séquences promotrices et 
terminatrices de la transcription par l’ARN pol I. Les gènes codant les ARNr 18S, 5.8S et 25S 
d’une part et l’ARNr 5S d’autre part sont transcrits de façon indépendantes et en sens opposé 
respectivement par l’ARN pol I et par l’ARN pol III. Dans une cellule de levure sauvage, 
seulement la moitié des répétitions en tandem des gènes d’ADNr sont activement transcrites 
(64) (14). Les autres sont maintenus dans un état transcriptionnellement inactif.  
La transcription des gènes ribosomiques peut être observée par microscopie électronique sur 























Figure 12: Organisation génomique de l’ADN ribosomique chez Saccharomyces cerevisiae 
ITS1 et ITS2: espaceurs internes ; ETS: espaceurs externes ; IGS : régions intergéniques. 
Figure 13: Observation au microscope électronique de gènes ribosomiques actifs par la 
technique d’étalements de Miller chez la levure S.cerevisiae (9). 
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Les premières expériences ont été réalisées sur des oocytes de Xénope. Les images révèlent 
des structures nommées « arbres de noël ». Le tronc de l’arbre correspond à l’ADNr, les 
branches sont les ARNr en cours d’élongation, et les boules terminales correspondent aux 
particules pré-ribosomiques en cours d’assemblage (Figure 13). A l’intersection de chaque 
branche se situe une ARN polymérase. Sa position détermine la longueur de la branche. Plus 
elle est proche du début du gène, plus la branche sera petite. 
 
4. Transcription de l’ADN ribosomique par l’ARN polymerase I 
 
L’ARN pol I est l’enzyme responsable de la transcription de l’ARNr 35S, le pré-ARNr 
précurseur des ARNr matures 18S, 5.8S et 25S. Ce processus a lieu dans le nucléole et 
représente 60% des efforts transcriptionnels d’une cellule. La transcription par l’ARN pol I se 




L’initiation de la transcription nécessite le recrutement et l’assemblage de l’ARN Pol I avec 
deux complexes protéiques constitués de facteurs de transcription qui formeront un complexe 
de pré-inititiation (PIC) au niveau du promoteur du gène d’ARNr (66). Le premier complexe 
est dénommé UAF (Upstream Activating Factor). Il est constitué des protéines Rrn5p, Rrn9p, 
Rrn10p, UAF30 et des histones H3 et H4 (Figure 14). Le deuxième complexe appelé facteur 
cœur (« core factor») est constitué de Rrn6p, Rrn7p et Rrn11p. UAF est recruté en premier au 
niveau de la séquence UE (Upstream Element). La protéine TBP (TATA Binding Protein) 
s’associe à ce complexe, puis le facteur « core » vient se placer au niveau de la séquence 
« Core », permettant le recrutement de l’ARN pol I par l’intermédiaire de Rrn3p. L’ensemble 





L’étape d’élongation du processus de transcription  par l’ARN pol I est moins connue. Après 

































pol I. Les données actuelles sont incomplètes pour décrire en détail le processus, mais il a été 
montré que plusieurs protéines sont impliquées dans la régulation de l’élongation. Un 
complexe constitué par les protéines Spt4p et Spt5p semble jouer un rôle. Des expériences 
d’immunoprécipitation ont montré que ce complexe interagit avec l’ARN pol I  (67) et que 
l’absence de Spt4p induit des défauts de production des ARNr. 
Il a aussi été montré que les topoisomérases I et II empêchaient la formation de super-
enroulements positifs et négatifs, respectivement  en amont et en aval de l’ARN pol I (67-70) 
Les topoisomérases permettent ainsi la progression de l’ARN pol I le long de l’ADNr. 
Enfin, le sous complexe protéique formé par Rpa34p et Rpa49p favorisait l’interaction entre 
des ARN pol I adjacentes sur un même brin d’ADNr, permettant une meilleure efficacité 









































Figure 15 : Initiation de la transcription Pol III chez S.cerevisiae  (9). Le panel en haut représente 
un schéma de 3 répétitions d’ADNr en tandem, comprenant les gènes codant les pré-ARNr 35S et 
5S. Le panel du milieu montre les éléments caractéristiques identifiés dans l’espaceur : une 
origine de réplication, le gène codant l’ARNr 5S, la barrière de la fourche de réplication. Les 2 
panels du bas montrent la localisation des éléments de contrôle interne du gène codant l’ARNr 5S 





4.3 La terminaison 
 
Ce processus commence par le clivage du pré-ARNr naissant par l’endonucléase Rnt1p, suivi 
par une digestion progressive effectuée par l’exonucléase 5’-3’ Rat1p, secondée par l’hélicase 
à ARN Sen1p (72-75). La polynucléotide kinase Grc3p est nécessaire pour une terminaison de 
la transcription efficace, sans doute car elle maintient phosphorylée l’extrémité 5’ générée par 
Rnt1p, permettant ainsi sa reconnaissance par Rat1p (72).  Une fois que Rat1p atteint l’ARN 
pol I en cours d’élongation, le complexe de transcription devient instable et se dissocie de 
l’ADNr, ce qui entraîne la terminaison de la transcription. De manière imagée, Rat1p est 
décrite comme venant « torpiller » l’ARN pol I.  
 
5. Transcription de l’ARNr 5S  
 
La transcription de l’ARNr 5S a lieu dans le nucléoplasme et est réalisée par l’ARN pol III. 
Celle-ci synthétise également les ARNt et le snARN U6. L’initiation de la transcription par 
l’ARN pol III au niveau du promoteur du gène de l’ARNr 5S nécessite le recrutement de 3 
facteurs de transcription, TFIIIA, TFIIIB et TFIIIC (76). Le facteur TFIIIA reconnaît 
spécifiquement la boîte C dans la région interne de contrôle (ICR), et permet le recrutement 
du facteur TFIIIC sur la boîte A de cette même région (Figure 15).  Le facteur TFIIIB vient 
alors s’associer à TFIIIC, et se positionne en amont du site +1 de transcription. TFIIIB est 
composé de la protéine TBP (TATA Binding Protein), et des protéines Brf1p et Bdp1p (77). 
La protéine TBP s’associe à la région promotrice du gène et positionne correctement le 
facteur TFIIIB. L’interaction entre Brf1p et Rpc6p, une sous unité de l’ARN pol III, va 
permettre le recrutement de l’ARN pol III et l’initiation de la transcription de l’ARNr 5S 
(78,79). La reconnaissance d’une séquence signal de cinq résidus thymidine consécutifs par 

























Figure 16: Processus de maturation des pré-ARNr chez Saccharomyces cerevisiae.  




III. La maturation des pré-ribosomes 
 
La transcription par l’ARN pol I donne naissance à un pré-ARNr comprenant les ARNr 18S, 
5.8S et 25S séparés par des espaceurs internes (ITS1 et ITS2) et encadrés aux extrémités par 
des espaceurs externes (5’ ETS et 3’ ETS). Le pré-ARNr en cours de synthèse s’associe avec 
une partie des protéines ribosomiques, l’ARNr 5S, des petites particules ribonucléoprotéiques 
(snoRNP) et de nombreux facteurs de maturation ou d’assemblage, dénommés protéines non 
ribosomiques car absentes des sous unités matures, pour former une particule pré-ribosomique 
initiale (81). Les pré-ARNr vont être maturés au sein de particules pré-ribosomiques 
successives. Ces évènements de maturation consistent en de nombreuses modifications 
chimiques et l’élimination des séquences séparatrices par une série de clivage endo et 
exonucléolytiques, permettant la production des ARNr matures constitutifs des 2 sous unités 
ribosomiques (Figure 16).  
 
1. Modifications chimiques des pré-ARNr 
 
Les modifications de nucléotides au sein des pré-ARNr sont principalement de deux types : 
l’isomérisation d’uridines en pseudouridines et l’addition de groupe méthyle sur l’oxygène lié 
au carbone en position 2’ des riboses (Figure 17). Ces modifications sont introduites de 
manière co- ou  post-transcriptionnelle (82,83).  
Deux groupes de snoRNP sont responsables de ces modifications : les snoRNP C/D effectuent 
les 67 2’O méthylations, alors que les snoRNP H/ACA catalysent la pseudouridilation de 44 
sites sur l’ARNr. La catalyse est effectuée par une enzyme associée au petit ARN nucléolaire 
(snoARN) au sein de chaque snoRNP, guidée par une/des petite(s) séquence(s) du snoARN 
qui s’apparie(nt) au pré-ARNr. Les snoRNP à boîtes C/D qui effectuent la méthylation sont 
donc constitués d’un snoARN à boîtes C/D, contenant des boîtes C, C’, D, et D’, et d’une 
séquence guide de 10 à 21 nucléotides (Figure 17.B). Cette séquence guide permet de cibler la 
réaction de méthylation, grâce à son appariement avec le pré-ARNr, sur le nucléotide du pré-
ARNr apparié au résidu de la séquence guide situé 5 nucléotides en amont de la boîte D ou 
D’. Les snoRNP à boîte C/D sont constitués de 4 protéines : Nop1p, Nop58p, Nop56p et 
Snu13p. Nop1p est la méthyltransférase catalysant la modification nucléotidique, utilisant la 




























Figure 17 : Modifications chimiques de nucléotides des pré-ARNr par les snoRNP (3,14). 
(A) Conversion de l’uridine en pseudouridine (haut), et réaction de 2’O méthylation (bas) 
effectuées par les snoRNP.  
(B) snoARN à boîte H/ACA à gauche, et à boîte C/D à droite. Les snoARN sont représentés en 





Snu13p se lie à la structure entortillée du snoARN à boîte C/D, alors que Nop56p et Nop58p 
ont des domaines en superhélices (coiled-coil) qui leur permettent d’hétérodimériser (84). 
Les snoRNP à boîte H/ACA qui effectuent la pseudouridylation des pré-ARNr chez la levure 
sont constitués d’un snoARN à boîte H/ACA et de 4 protéines, Cbf5p, Gar1p, Nop10p et 
Nhp2p. Les snoARN H/ACA adoptent une structure typique constituée de deux tiges boucles, 
chacune comportant une « bulle » située  approximativement au milieu de la tige. La boîte H 
(pour « Hinge ») est située au sein de la région simple brin reliant les tiges et la boîte ACA se 
trouve dans la région simple brin en aval de la seconde tige. L’appariement entre le snoARN 
H/ACA et le pré-ARNr s’effectue au niveau des régions latérales de l’une des bulles internes 
de l’ARN guide (Figure 17.B). Deux courts appariements pré-ARNr/snoARN sont ainsi mis 
en place qui encadrent l’uridine à modifier et permettent sa sélection sans figer sa base par 
une interaction de type Watson/Crick incompatible avec son isomérisation en pseudouridine.  
Cbf5p est l’enzyme qui catalyse la réaction de pseudouridylation.  
Les pseudouridylations et les 2’O méthylations des riboses sont principalement concentrées 
dans les régions fonctionnelles importantes des ARNr, telles que le centre de décodage et le 
centre peptidyl-transférase (85). Il a été montré que ces modifications sont importantes pour 
une fonction optimale du ribosome, et que l’absence de certaines modifications réduisait 









































Figure 18: Composition de la particule pré-90S/SSU processome (29). 
Figure 19 : Modèle d’assemblage de la particule pré-ribosomique 90S (8). 
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2. La particule 90S/SSU processome 
 
2.1 Formation de la particule 90S  
 
Le pré-ARNr en cours de transcription par l’ARN pol I va rapidement s’associer à la snoRNP 
contenant le snoARN à boîte C/D U3 ainsi qu’à 72 facteurs d’assemblage ou de maturation, 
nécessaires au clivage du pré-ARNr. Ces étapes d’assemblage conduisent à la formation d’une 
particule pré-ribosomique initiale. Dans le cas où le pré-ARNr naissant n’est pas clivé en 
cours de transcription, une particule dite 90S de 2.2 MDa contenant le pré-ARNr pleine taille 
35S va être générée (10,89). La composition protéique de la particule 90S de levure a été 
obtenue en identifiant par spectrométrie de masse les partenaires de protéines appâts 
interagissant avec le pré-ARNr 35S purifiées par affinité en tandem (90). Cette composition 
est très proche de celle de la particule pré-ribosomique dénommée « SSU processome », 
purifiée via un composant de la snoRNP U3 (91). Il est probable que le SSU processome 
corresponde en fait à la particule 90S (Figure 18).  Certains des composants protéiques de la 
particule 90S forment des petits complexes ou « modules » qui vont s’assembler 
séquentiellement au pré-ARNr en cours de synthèse (Figure 19). Le premier complexe 
protéique à interagir avec le pré-ARNr naissant est le complexe t-UTP ou UTP-A (U Three 
Proteins requises pour la transcription) constitué de 7 protéines : Utp10p, Nan1p, Utp4p, 
Utp8p, Utp5p, Utp9p, Utp15p (Figure 18). Ce complexe joue un rôle central dans la formation 
de la particule 90S. La perte d’expression d’une des protéines du complexe UTP-A empêche 
la formation des sous unités 40S et 60S (92). L’association du complexe UTP-A avec le pré-
ARNr 35S est requise pour l’association ultérieure des complexes snoRNP U3, UTP-B 
(Pwp2p, Dip2p, Utp21p, Utp13p, Utp18p, Utp6p), Mpp10p (composé de Mpp10p, Imp3p et 
Imp4p), UTP-C (Utp22p, Rrp7p, Cka1p, Cka2p, Ckb1p, Ckb2p) et de 7 autres protéines 
(Bms1p, Kre33p, Nop14p, Enp2p, Noc4p, Krr1p). L’assemblage du complexe UTP-B se fait 
de concert avec les  complexes Mpp10p et le snoRNP U3 (8).  Une étude couplant des 
techniques de microscopie électronique et biochimique a permis de comprendre plus en détail 
le mode d’interaction des complexes UTP-A et UTP-B avec les pré-ARNr (93). Le complexe 
UTP-A contient un site de liaison à l’ARN et se lie au niveau de l’extrémité 5’ du pré-ARNr 






























Figure 20: Recrutement de l’ARNr 5S dans les particules 90S (5). 
(A) Schéma représentant les interactions entre protéines du complexe Rpf2p. 
(B) Modèle de recrutement de l’ARNr 5S dans les particules pré-ribosomiques. En haut, Rpf2p 
et Rrs1p permettent le recrutement de Rpl11p et Rpl5p/ARNr 5S dans les particules 90S 
contenant le pré-ARNr 35S. En bas, quand les constituants du sous complexe ne 
s’associent pas avec la particule 90S, la maturation des pré-ARNr 35S, 27SA2 et 27SA3 ne 






UTP-B possède une forme allongée et flexible qui lui permet de s’associer aux particules pré-
ribosomiques précoces au niveau d’un duplex formé par le 5’ETS et le snoARN U3, ainsi 
qu’au niveau de l’extrémité 3’ de l’ARNr 18S. Les auteurs suggèrent que ces 2 complexes 
agissent en tant que chaperonne afin d’initier l’assemblage des ribosomes. Enfin l’assemblage 
du complexe UTP-C semble nécessiter l’incorporation préalable de Rrp5p  (94). Les protéines 
composant ces sous complexes ne représentent que 43% des protéines constituant la particule 
90S (10) (Figure 18). Les données actuelles ne permettent pas de savoir si les autres facteurs 
interviennent sous forme de sous complexe, ou individuellement, et s’ils s’engagent de façon 
transitoire ou non avec la particule. Parmi les nombreuses hélicases impliquées dans la 
biogenèse des ribosomes, 10 participent à l’assemblage de la particule 90S (95). La plupart 
sont des hélicases à ARN de la famille DEAD/H. L’activité biochimique de certaines de ces 
hélicases, telles que Dbp8p et Prp43p, a été étudiée (96-98). Leurs rôles exacts dans la 
biogenèse de la particule 90S ne sont pas encore totalement connus. Ces hélicases pourraient 
participer à des réarrangements conformationnels du pré-ARNr. Des données obtenues par le 
groupe de John Woolford suggèrent que l’ARNr 5S s’incorpore dans la particule 90S associé 
à un complexe protéique (5). L’étape précise d’association de ce complexe avec la particule 
90S n’est pas connue. Des expériences par double hybride et par GST pull-down ont montré 
qu’il existait un réseau d’interaction entre les protéines non ribosomiques Rpf2p et Rrs1p et 
les protéines ribosomiques Rpl11 et Rpl5 (99). De plus, un complexe composé de Rpf2p, 
Rrs1p, Rpl11, Rpl5 et de l’ARNr 5S  peut être isolé dans des cellules de levure ayant un 
défaut d’assemblage des sous unités 60S. Il semble que l’ARNr 5S s’incorpore dans les 
particules 90S sous forme de complexe avec Rpl5. Rpf2p et Rrs1p semblent requises pour 
l’incorporation de Rpl11, Rpl5 et l’ARNr 5S au sein des particules 90S (Figure 20). De plus 
l’année dernière, le groupe de Nicolas Leulliot a publié une étude qui a permis de comprendre 
de façon plus précise l’incorporation de l’ARN 5S dans les particules pré-ribosomiques (23). 
Ils ont déterminé la structure du complexe constitué par Rpf2p-Rrs1p par cristallographie, 
puis en complexe avec l’ARNr 5S (Figure 21.A),  et au sein des particules pré-ribosomiques 
pré-60S (Figure 21.B). L’analyse des données structurales couplées à des techniques 
d’analyse biochimiques leur ont permis d’établir un modèle d’intégration de l’ARNr 5S au 
sein des particules pré-ribosomiques pré-60S (Figure 21.C). Rpf2p qui est associée à Rrs1p, 
se lie spécifiquement à la particule ribonucléoprotéique constituée par l’ARNr 5S, Rpl11 et 
Rpl5. Rpf2p permet l’ancrage du complexe au niveau de l’ARNr 25S. Les données actuelles 
ne permettent pas de savoir si le complexe Rpf2p-Rrs1p a un rôle dans l’assemblage de Rpl5 
















































Figure 21 : Modèle d’intégration de la particule ribonucléoprotéique 5S dans les particules pré-
ribosomiques pré-60S (23). 
(A) Reconstruction de la structure résolue par SAXS du complexe Rpf2p-Rrs1p-ARNr 5S. 
(B) Superposition des structures cristallines du complexe R pf2p-Rrs1p, de la particule 
ribonucléoprotéique 5S, et de Rsa4p sur la structure cryo-ME de la protéburance centrale 
de la particule pré-ribosomique pré-60S. 





Il a été proposé que le facteur d’import Syo1p puisse avoir un rôle dans l’incorporation de 
Rpl11 et la formation du pré-complexe ribonucléique 5S (100). Rrs1p effectue un 
réarrangement structural du domaine UBL de Rsa4p qui recrute alors l’ATPase AAA Rea1p. 
Cela entraîne une dissociation de Rsa4p et du complexe Rpf2p-Rrs1p des particules 
ribosomiques pré-60S et permet à la particule ribonucléoprotéique 5S d’adopter sa 
configuration finale après une rotation de 180° de la protubérance centrale. Ces 
réarrangements structuraux de la protubérance centrale de la particule ribosomique pré-60S 
seront discutés de façon plus détaillée un peu plus tard dans ce manuscrit. 
 
2.2 Processus de maturation des pré-ARNr au sein de la particule 90S  
 
L’élimination des séquences séparatrices (« espaceurs ») des pré-ARNr est un processus 
multi-étapes (Figure 16). Chez la levure en phase exponentielle de croissance en milieu 
contenant du glucose, il a été estimé qu’environ 70% des pré-ARNr sont clivés co-
transcriptionnellement (33), les autres étant clivés post-transcriptionnellement. Dans la voie 
post-transcriptionnelle, le processus commence par le clivage endo-nucléolytique au site B0 
dans le 3’ETS, générant ainsi le pré-ARNr 35S. Ce clivage est réalisé par l’endonucléase 
Rnt1p au niveau des 2 brins d’une structure tige-boucle, à 14 et 49 nucléotides en aval de 
l’extrémité 3’ de l’ARNr 25S (101). L’élimination du 5’ ETS se fait par des clivages 
endonucléolytiques aux sites A0 et A1. Bien que les 2 clivages aient lieu quasiment 
simultanément, c’est le clivage en A0 qui se fait en premier, donnant naissance au pré-ARNr 
33S. Puis le clivage au site A1 engendre le pré-ARNr 32S. Ce site A1 correspond à 
l’extrémité 5’ de l’ARNr 18S. Le clivage au site A2 dans l’ITS1 produit les pré-ARNr 20S et 
27SA2, composants ARN respectifs des premières particules pré-ribosomiques pré-40S et 
pré-60S. Dans la voie co-transcriptionnelle, la première particule pré-40S est libérée par le 
clivage au site A2, préalablement à la fin de la transcription Pol I. Les enzymes responsables 
des clivages ne sont pas encore connues, bien qu’il ait été montré que ce sont des 
endoribonucléases qui les effectuent (102,103). Néanmoins, il a été proposé qu’Utp24p puisse 
être l’endonucléase responsable des clivages aux sites A1 et A2 (104). Plus récemment, il a 
aussi été proposé que Rcl1p puisse être l’endonucléase responsable de la coupure au site A2 
(105). En outre, des données récentes indiquent que le facteur Rrp5p, mentionné 
précédemment, se lie à une structure tige-boucle conservée, localisée immédiatement en aval 
























Figure 22: Modèle d’appariement de base du snoARN U3 avec le pré-ARNr 35S (10). 
Il a été proposé que le snoARN U3 agit en tant que chaperon de structure en participant à la 
formation de l’extrémité 5’ du pseudo-nœud central, grâce à un appariement de base avec de 
l’ARNr 18S. En bleu est représenté le snoARN U3, en violet l’ARNr 18S et en rouge le 5’ETS du pré-
ARNr clivé pendant le processus de maturation. 
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Cela suggère que Rrp5p peut définir la position exacte du clivage (106). De nombreux 
composants de la particule 90S sont requis indirectement pour les coupures 
endonucléolytiques précitées, probablement du fait qu’un assemblage correct de cette 
particule est crucial pour le processus de clivage. Les endonucléases doivent en effet être 
correctement positionnées par rapport à leur substrat ARN et celui-ci être replié de manière 
adéquate pour que la coupure puisse avoir lieu. L’inhibition des coupures au site A0, A1 et 
A2 causée par l’inactivation de la snoRNP U3, pourrait par exemple être la conséquence d’un 
repliement aberrant du pré-ARNr. Le snoARN U3 établit des interactions spécifiques par 
appariement de base avec deux séquences du 5’ETS, l’extrémité 5’ ainsi qu’une région 
centrale du futur ARNr 18S (107,108) (Figure 22). Ces séquences du futur ARNr 18S qui 
interagissent avec U3 formeront le pseudo-nœud central de l’ARNr 18S mature. Il a été 
proposé que la snoRNP U3 fonctionne en tant que chaperon de structure : elle jouerait un rôle 
crucial dans la formation du pseudo-nœud, en empêchant d’une part que la partie 5’ de 
l’ARNr 18S n’établisse des interactions ARN/ARN aberrantes avant que ne soit synthétisée sa 
séquence d’appariement correcte et en permettant le rapprochement des deux séquences du 
pseudo-nœud, d’autre part (Figure 22) (3) (10). Les appariements entre le snoARN U3 et les 
séquences du 18S qui participent au pseudo-nœud doivent à terme être dissociées pour que 
celui-ci puisse se former. Des données récentes indiquent que cette dissociation est catalysée 
par l’hélicase d’ARN Dhr1p, un autre composant des particules 90S requis pour les coupures 
aux sites A1 et A2 (109). Il a également été montré récemment que les protéines Rrp12p et 
Crm1p étaient impliquées dans le processus d’élimination du fragment 5’-A0, et qu’une perte 
d’expression de ces deux protéines était responsable d’un retard d’assemblage et de relargage 



















3. Maturation de la petite sous unité ribosomique 
 
3.1 Maturation nucléaire de la petite sous unité ribosomique 
 
Le clivage au site A2 du pré-ARNr 32S permet la séparation de la particule 90S en particules 
pré-40S et pré-60S qui vont suivre des voies de maturation différentes. Comparé à la grande 
sous unité ribosomique, le nombre de facteurs impliqués dans la biogenèse de la petite sous 
unité est beaucoup moins important. Parmi ces facteurs certains sont déjà présents dans la 
particule 90S à savoir Dim1p, Dim2p, Enp1p, Hrr25p, Nob1p, Prp43p, Pfa1p, Rrp12p et 
Tsr1p (97,111,112). Suite au clivage A2, d’autres facteurs non ribosomiques s’associent au 
pré-ARNr 20S : Ltv1p, Rio1p et Rio2p. Peu de choses sont connues concernant le 
recrutement des facteurs impliqués dans la maturation de la particule pré-40S. Il est établi que 
l’association de Ltv1p et Pfa1p avec le pré-ARNr 20S se fait dans le noyau, puisque ces 
protéines ont été localisées dans le noyau, et que Ltv1p semble requise pour l’exportation de 
la particule pré-40S dans le cytoplasme (113,114). Il n’a pas encore été déterminé si les 
protéines Rio1p et Rio2p s’associaient à la particule pré-40S dans le noyau ou dans le 
cytoplasme. Dans des conditions normales, Rio2p est majoritairement localisée dans le 
cytoplasme et Rio1p l’est exclusivement, bien que les 2 protéines s’accumulent dans le noyau 
lorsque le facteur d’exportation Crm1p est muté (115). Il a aussi été montré que l’association 
d’Enp1p, Rio2p et Tsr1p avec le pré-ARNr 20S nécessitait l’intervention de la protéine 
ribosomique Rps19p (116). Un évènement très important de la maturation de la particule pré-
40S dans le noyau, et nécessaire pour son exportation, a pu être mis en évidence. Il met en jeu 
les protéines Enp1p, Ltv1p et Rps3p (98,116,117). Ces 3 protéines forment un complexe, et 
sont phosphorylées in vivo. Hrr25p, qui est une isoforme de la caséine kinase I et un 
composant des particules pré-40S, est responsable de la phosphorylation de Enp1p et Rps3p. 
La phosphorylation d’Enp1p, Ltv1p et Rps3p semble nécessaire pour que la particule pré-40S 
adopte une structure permettant son passage à travers le pore nucléaire. Il a en effet été 
proposé que la phosphorylation de ces protéines favorise une plus grande flexibilité du bec de 





















































Figure 23: Modèle d’exportation de la particule pré-40S d’après (3). 
La particule pré-40S est représentée en gris avec les différents facteurs connus pour être 
impliqués dans le processus d’export. La protubérance rouge sur Ltv1p indique le signal 
d’exportation supposé. Les flèches rouges entre les facteurs d’exportation et les mailles 
hydrophobes du NPC, indiquent les interactions possibles entre ces facteurs et  les répétitions de 
séquences FG des nucléoporines. Le point d’interrogation au niveau de la double flèche précise 
que l’interaction entre Ltv1p et Crm1p est une hypothèse. 
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3.2 Exportation de la petite sous unité ribosomique 
 
Afin d’être exportée dans le cytoplasme, la particule pré-40S doit passer par le complexe de 
pore nucléaire. Celui-ci constitue une large structure intégrée dans la membrane nucléaire, 
formant des canaux sélectifs à travers lesquels des complexes ou des protéines de grosse taille 
circulent entre le noyau et le cytoplasme. Ce complexe de pore est constitué de différentes 
nucléoporines, qui permettent de sélectionner grâce à des interactions spécifiques les 
différents sous complexes qui transitent à travers le pore. Des études chez Xenopus ont montré 
que le transport des particules pré-ribosomiques était unidirectionnel du noyau vers le 
cytoplasme, et qu’il était énergie-dépendant (118,119). L’exportation des particules pré-
ribosomiques est dépendant de la petite GTPase Ran. Les formes Ran-GTP et Ran-GDP sont 
distribuées de façon asymétrique de part et d’autre de la membrane nucléaire (120). Le ratio 
Ran-GTP/Ran-GDP est élevé dans le noyau et faible dans le cytoplasme. Ce gradient se fait 
grâce à une localisation asymétrique de certains constituants du cycle de la Ran-GTPase 
(Gsp1p chez S. cerevisiae). La protéine qui active la GTPase, Rna1p chez la levure, est 
localisée dans le cytoplasme, alors que Prp20p qui est le facteur d’échange de nucléotide, est 
localisé dans le noyau. Ran-GTP va permettre l’interaction dans le noyau entre les complexes 
à exporter (généralement nommés cargos) avec des récepteurs d’exportation dont la fonction 
est de faciliter la translocation des cargos via le complexe de pore. Une fois dans le 
cytoplasme, l’hydrolyse du GTP par Ran induit un relargage du cargo et de Ran-GDP, puis 
Ran-GDP et les récepteurs d’exportation sont réimportés dans le noyau. Enfin le GDP est 
rapidement remplacé par du GTP dans le site actif de Ran afin de générer un nouveau stock de 
Ran-GTP disponible pour un nouveau cycle d’exportation. De nombreuses nucléoporines 
contiennent des répétitions de phénylalanine-glycine (FG) qui forment un réseau hydrophobe 
à l’entrée ou à l’intérieur du complexe de pore. Il a été proposé que ce réseau constitue une 
barrière sélective, empêchant les complexes moléculaires non liés à un récepteur de transport 
de passer. Grâce à leur capacité à interagir avec des séquences riches en FG des 
nucléoporines, les récepteurs de transport vont permettre la translocation de leur cargo à 
travers le pore Il a été montré que l’exportation des particules pré-40S dépendait du récepteur 
d’exportation Crm1p/Xpo1p (Figure 23), bien que les données soient incomplètes. 
Crm1p/Xpo1p fait partie de la famille des protéines karyophérines β et a été identifiée comme 
un récepteur favorisant l’exportation de cargos contenant une séquence d’exportation (NES) 




























Figure 24: Modèle des réactions de phosphorylation/déphosphorylation permettant une 
intégration stable de Rps3p dans la sous unité mature 40S. D’après (3). 
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(121). Il a dans un premier temps été proposé que Ltv1p, protéine non ribosomique 
composant des particules pré-40S, interagissait avec Crm1p/Xpo1p (114,122) via son NES, 
permettant ainsi l’exportation de ces particules. Cependant Ltv1p est une protéine non 
essentielle, et son absence n’affecte que partiellement l’exportation de la particule pré-40S. 
Une autre protéine contenant une NES pourrait donc être nécessaire pour recruter 
Crm1p/Xpo1p sur la particule pré-40S ou un récepteur d’exportation autre que Crm1p/Xpo1p 
pourrait être également impliqué. Le principal candidat est Rrp12p (110,123). Cette protéine 
de type karyophérine, qui interagit avec certaines nucléoporines et avec Ran, est associée aux 
particules pré-40S, et la perte de son expression induit une accumulation nucléaire du pré-
ARNr 20S.  Il a enfin été démontré que la protéine non essentielle Yrb2p jouait un rôle dans 
l’exportation de la particule pré-40S (114,124). Elle faciliterait l’interaction entre la particule 
pré-40S, Crm1p/Xpo1et la GTPase Ran.  
 
3.3 Maturation cytoplasmique de la petite sous unité ribosomique 
 
Suite à son exportation à travers le pore nucléaire, la particule pré-40S contient encore 7 
facteurs d’assemblage et 2 protéines ribosomiques ne sont pas encore incorporées, Rps26 et 
Rps10 (50). La particule va subir les dernières étapes de maturation, notamment des 
modifications de nucléotides, la formation de l’extrémité 3’ de l’ARNr 18S, l’incorporation 
des dernières protéines ribosomiques et la dissociation des derniers facteurs d’assemblage, qui 
permettront d’aboutir à la sous unité 40S mature fonctionnelle.  
Dans le cytoplasme, le pré-ARNr 20S va subir la méthylation par l’enzyme Dim1p de 2 
adénines près de l’extrémité 3’ de l’ARNr 18S (125). L’enzyme Dim1p est recrutée au niveau 
de la particule 90S (126), et il a été proposé que la protéine Dim2p était responsable de son 
recrutement (112). L’absence de la diméthylation catalysée par Dim1p n’a pas d’incidence sur 
la croissance. En revanche, des ribosomes dépourvus de cette diméthylation semblent inactifs 
in vitro, suggérant fortement que cette modification joue un rôle dans le processus de 




La dernière étape de maturation du pré-ARNr 20S correspond au clivage endonucléolytique 
au site D produisant l’extrémité 3’ de l’ARNr mature 18S. Il existe deux principaux candidats 
pour l’endonucléase responsable de ce clivage. Le premier candidat est la protéine Fap7p. 
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L’absence de Fap7p induit une inhibition du processus de maturation du pré-ARNr 20S et des 
mutations de résidus catalytiques dans le motif NTPase de Fap7p conduisent au même 
phénotype (127). Cela étant, Fap7p ne contient pas de domaine endonucléase facilement 
identifiable et cette protéine aurait donc plutôt un rôle régulateur indirect dans le processus de 
clivage. L’enzyme Nob1p est celle qui semble être la meilleure candidate. Nob1p contient un 
domaine PIN, structurellement apparenté à certaines exonucléases. Une souche présentant une 
mutation ponctuelle du domaine PIN de Nob1p montre une sévère diminution de la croissance 
et l’accumulation du pré-ARNr 20S (128). Il a aussi été montré que Nob1p se lie au niveau du 
site de clivage (129), et que celui-ci serait régulé par la protéine Rio1p (130). Enfin, une 
version purifiée et non mutée de Nob1p au niveau du domaine PIN, est capable de cliver 
spécifiquement le site D in vitro (131).  
Lors des étapes finales de maturation de la particule pré-40S, l’intégration de Rps3 au sein de 
la particule est stabilisée (50,117). Comme mentionné précédemment, le complexe 
Rps3/Enp1p/Ltv1p a été phosphorylé et l’enzyme responsable est Hrr25p dans le cas de Rps3 
et Enp1p (Figure 24). La déphosphorylation de ce complexe dans le cytoplasme, permettrait le 
relargage des facteurs de maturation Ltv1p et Enp1p ainsi que le positionnement final de 




















































Figure 25: Des facteurs d’assemblage inhibent l’initiation de la traduction prématurée (15). 
A gauche, Tsr1p, Rio2p et Dim1p sont localisés au niveau de l’interface de la sous unité pré-40S, à 
la place des sites de liaison des facteurs d’initiation de la traduction eIF1 (en bleu), et eIF1A (site 
de liaison en rouge), et le site P de liaison de l’ARNt (en vert). 





3.4 Inhibition de l’initiation de la traduction prématurée par des particules pré-40S 
cytoplasmiques  
 
Outre leur rôle parfois mal défini dans la maturation des particules pré-40S, certaines 
protéines non ribosomiques qu’elles contiennent semblent les empêcher d’initier la traduction. 
L’analyse structurale par cryo-microscopie électronique (50) de particules pré-40S purifiées a 
montré que les protéines Dim2p et Ltv1p étaient localisées au niveau des sites de fixation des 
protéines  Rps26 et Rps10 respectivement, près du tunnel de liaison de l’ARNm. Cela suggère 
que les deux facteurs bloqueraient le recrutement des 2 protéines ribosomiques et 
empêcheraient ainsi le recrutement précoce de l’ARNm avant que les particules pré-40S ne 
soient totalement matures et fonctionnelles. En outre, certains facteurs non ribosomiques 
pourraient empêcher une traduction prématurée en se fixant sur les sites de liaison des 
facteurs d’initiation de la traduction. Ainsi, la fixation de Tsr1p, Rio2p et Dim1p semble 
incompatible avec la liaison des facteurs d’initiation de la traduction eIF1 et eIF1A alors que 
la fixation de Nob1p et de Dim2p (aussi nommée Pno1p) empêcherait la liaison de eIF3 
(Figure 25).  
 
3.5 Contrôle qualité de la biogenèse de la petite sous unité ribosomique 
 
La conversion finale du pré-ARNr 20S en ARNr 18S par Nob1p semble être sous le contrôle 
d’une étape de « contrôle qualité » faisant intervenir l’interaction d’une sous unité 60S mature 
avec une particule pré-40S cytoplasmique à un stade tardif de maturation, ce qui conduit à la 
formation de particules dites « pseudo-80S ». Ces particules pseudo-80S ont été mises en 
évidence dans des souches dépourvues de Fap7p. Ces souches présentent une accumulation 
cytoplasmique du pré-ARNr 20S qui co-sédimente sur gradient de sucrose avec les ribosomes 
matures 80S  (132). Les complexes pseudo-80S qui s’accumulent en l’absence de Fap7p 
contiennent des particules pré-40S et des sous unités matures 60S. L’absence d’ARNm et de 
l’ARNt initiateur associé à eIF2 dans ces complexes indique que ce ne sont pas des 
intermédiaires d’initiation de la traduction. La GTPase eIF5B qui permet à la sous unité 60S 
d’interagir avec la sous unité 40S pendant l’initiation de la traduction, permet aussi 
l’interaction entre une particule pré-40S et une sous unité 60S mature, et active le processus 






































Figure 26 : Maturation des particules pré-60S chez la levure S. cerevisiae (34).  
Figure 27 : Processus de maturation des pre-ARNr 25S et 5.8S chez la levure S.cerevisiae 
(Fernandez-Pevida et al., 2015). 
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L’ATPase  Rli1p et Dom34p, qui ont pour rôle de dissocier les sous unités après la 
terminaison de la traduction, vont aussi permettre le désassemblage des complexes pseudo-
80S. Ainsi la formation et le désassemblage des particules pseudo-80S sert de test pour 
l’assemblage de domaines fonctionnels importants au sein de la particule pré-40S : l’interface 
de la particule pré-40S qui permet de la lier à la sous unité 60S, les domaines nécessaires à la 
liaison, et l’activation des facteurs de traduction eIF5B, Rli1p et Dom34p.     
 
 
4. Maturation des précurseurs de la grande sous unité ribosomique 
 
 
Comme indiqué précédemment, le clivage du pré-ARNr 32S au site A2 libère la première 
d’une longue succession de particules pré-60S nucléolaires, nucléoplasmiques puis 
cytoplasmiques, aboutissant à la sous unité ribosomique 60S mature. Au sein de ces 
particules, les pré-ARNr précurseurs des ARNr 5.8S et 25S vont subir un processus 
particulièrement complexe de maturation conduisant à l’élimination de l’ITS2 et de la partie 
de l’ITS1 en aval du site A2 (Figure 16 et Figure 26). Outre les protéines ribosomiques de la 
grande sous unité, 83 protéines non ribosomiques s’associant de manière dynamique avec les 
particules pré-60S à divers stades de maturation sont requises pour la biogenèse de la grande 
sous unité (11,133,134).  
 
            4.1  Maturation du pré-ARNr 27SA2  
 
La première particule pré-60S contient le pré-ARNr  27SA2. Celui-ci peut subir 2 voies de 
maturation différentes. Dans la première voie, le pré-ARNr 27SA2 subit un clivage 
endonucléolytique au site B1 (L), correspondant à l’extrémité 5’ de la forme longue de 
l’ARNr 5.8S, conduisant à la production d’un pré-ARNr 27SB(L) (Figure 27). L’enzyme 
responsable du clivage n’est pas encore connue. Dans la deuxième voie, le pré-ARNr 27SA2 
est clivé par une endoribonucléase, la RNAse MRP, au site A3 (135-137) générant le pré-
ARNr 27SA3. Plusieurs études ont démontré que de nombreux facteurs de maturation 
fonctionnaient en tant que module dans la biogenèse des ribosomes. Parmi ceux-ci, un 
complexe constitué de 3 protéines non-ribosomiques Rrp5p, Noc1p et Noc2p, a été mis en 
évidence chez la levure S.cerevisiae (138). Comme il a été précisé précédemment, la protéine 
Rrp5p est un composant de la particule ribosomique 90S, et est requis pour la maturation de la 
grande et de la petite sous unité ribosomique (139). Les protéines Noc1p et Noc2p 
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interviennent dans les étapes de maturation des particules pré-60S précoces, ainsi que dans les 
étapes de transport nucléaires (140) (141) Ce module s’associe de façon co et post-
transcriptionnel, respectivement au pré-ARNr précurseur 35S en cours de transcription, mais 
majoritairement aux particules ribosomiques pré-60S précoces contenant le pré-ARNr 27SA2 
après le clivage de l’ITS1. Le rôle précis de ce complexe n’est pas clairement défini mais il a 
été suggéré que les 3 protéines du complexe soient impliquées  dans l’arrangement structural 
des particules pré-60S précoces, participant à leur protection d’une activité RNase.  
Par ailleurs il a été montré que 7 protéines non ribosomiques à savoir Dbp6p, Dbp7p, Dbp9p, 
Npa1p, Npa2p, Nop8p et Rsa3p et la protéine ribosomique Rpl3 étaient impliquées dans la 
maturation du pré-ARNr 27S2. Les gènes codant ces protéines établissent entre eux un réseau 
d’interactions génétiques. De plus, il a été montré que les protéines Npa1p, Npa2p, Dbp6p, 
Nop8p et Rsa3p formaient un sous complexe dont l’intégrité est indépendante de l’ARN. La 
détermination fonctionnelle et structurale de ce complexe étant mon travail de thèse, je 
















































Figure 28: Chronologie d’association des facteurs A3 au cours du processus de maturation des 
pré-ARNr chez la levure S.cerevisiae (17) 
Figure 29: Rôle des facteurs A3 au cours du processus de maturation des particules pré-60S (17).  
L’appariement de base entre l’ARNr 5.8S et l’ARNr 25S est représenté par des traits rouges. Les 
traits rouges en pointillés indiquent que cet appariement est affecté. Les traits noirs en pointillés 
indiquent que le pré-ARNr subit une dégradation. (A gauche) La fixation des facteurs A3 (losanges 
jaunes), déterminé par CRAC (28), permet l’appariement de base entre les ARNr 5.8S et 25S. Cela 
favorise l’association stable des protéines ribosomiques Rpl17, Rpl26, Rpl35 et Rpl37. Toutes ces 
protéines aident Rat1p à s’arrêter au niveau du site B1S. (A droite) En l’absence des facteurs A3 et 
des 4 protéines ribosomiques, les pré-ribosomes subissent une dégradation. 
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4.2 Maturation du pré-ARNr 27SA3 
 
La maturation correcte du pré-ARNr 27SA3 est cruciale car elle aboutit à la production de 
l’extrémité 5’ de la forme mature de l’ARNr 5.8Ss.  Les exoribonucléases 5’-3’ Rat1p, Xrn1p 
et Rrp17p (142,143) vont digérer l’ITS1 jusqu’au site B1(S), correspondant à l’extrémité 5’ 
de la forme courte de l’ARNr 5.8S et conduisant à la formation du pré-ARNr 27SB(S). 
L’élimination de l’ITS1 du pré-ARNr 27SA3 nécessite l’intervention de 12 « facteurs A3 » : 
Ebp2p, Brx1p, Pwp1p, Nop12p, Nop7p, Ytm1p, Erb1p, Rpl7p, Nop15p, Cic1p/Nsa3p, Drs1p 
et Has1p. La perte d’expression de l’un de ces facteurs entraîne une accumulation du pré-
ARNr 27SA3 et une diminution du pré-ARNr 27SB(S). L’assemblage de ces facteurs au sein 
des particules pré-ribosomiques est hiérarchique (144); Shimoji et al. 2012). Tous les facteurs 
A3 sont préalablement associés aux pré-ribosomes avant d’intervenir dans la maturation du 
pré-ARNr 27SA3 (Figure 28). A l’exception de Rrp1p dont l’association semble 
indépendante, les 6 autres facteurs A3 s’intègrent de façon coordonnée aux pré-ribosomes. Il a 
été montré que ces facteurs participaient à l’assemblage correct de l’exonucléase 5’-3’ 
Rrp17p, mais pas de Rat1p et Xrn1p (17). De plus, les données indiquent que ces facteurs A3 
ne participent pas directement à la maturation du pré-ARNr 27SA3, mais joueraient un rôle 
structural, permettant de produire des intermédiaires d’assemblage stables. Parmi ces facteurs 
A3, trois protéines vont s’assembler pour former un complexe : Nop7p, Erb1p et Ytm1p 
(Miles et al., 2005). Cet hétérotrimère existe en présence mais aussi indépendamment des pré-
ribosomes. Nop7p, Ytm1p et Erb1p s’associent pendant ou après la synthèse du pré-ARNr 
35S. Ytm1p semble avoir un rôle central dans la formation du complexe et dans les étapes de 
maturation précoce de la particule ribosomique pré-60S. Il a ainsi été montré qu’une  mutation 
du gène codant la protéine Ytm1p déstabilisait le sous complexe et entrainait un retard de 
maturation du pré-ARNr 27SA3. La déstabilisation du complexe est aussi responsable d’un 
blocage partiel des particules pré-ribosomiques pré-60S dans le nucléole. En ce qui concerne 
les autres facteurs, excepté pour Drs1p et Has1p, 2 hélicases à ARN de la famille DEAD box, 
les autres facteurs n’ont pas d’activité enzymatique connue. Il a été montré que ces facteurs 
A3 assurent une association stable des protéines Rpl17, Rpl26, Rpl35 et Rpl37 avec les 
particules pré- ribosomiques. En effet, la déplétion des facteurs A3 empêche l’association de 
ces 4 protéines ribosomiques, bien qu’aucune directe n’ait pu être identifiée. Ces 4 protéines 
ribosomiques se lient au niveau des hélices formées par l’appariement de base entre les ARNr 
5.8S et 25S (35,54). Il a donc été proposé que ces facteurs A3 soient donc requis pour la 

























 Figure 31: Processus hiérarchique d’intervention de facteurs d’assemblage et de protéines 
ribosomiques requis pour les processus de maturation précoce et intermédiaire des précurseurs 
de la sous unité ribosomique 60S (14) 
Figure 30: Localisation supposée des facteurs B dans la particule pré-60S (11). Les sites de liaison 
des protéines ont été prédits en combinant des données d’interactions génétiques et physiques. 
Les cercles gris indiquent les facteurs d’assemblage et les protéines ribosomiques qui ont servi de 
repère pour placer les facteurs B. PCA : Protein complementation assay ; H.C. sup : high-copy 
suppressor ; Sup : extragenic suppressor ; sl- : synthetic lethal. 
67 
 
proximité des protéines ribosomiques (Figure 29). 
 
4.3 Maturation des pré-ARNr 27SB(S) et (L) 
 
Le dernier espaceur à être éliminé durant le processus de maturation des particules pré-60S est 
l’ITS2 contenu dans les pré-ARNr 27SB(S) et 27SB(L). Ces pré-ARNr vont être maturés de 
la même façon. Ils sont clivés par une endonucléase encore inconnue au niveau du site C2 de 
l’ITS2 (Figure 16). Ce clivage génère les pré-ARNr 7S(S) ou 7S(L) et le pré-ARNr 25.5S. 14 
facteurs d’assemblage, appelés « facteurs B », sont nécessaires pour le clivage au site C2. La 
perte d’expression de 11 de ces facteurs entraîne une accumulation des pré-ARNr 27SB. 
Parmi les facteurs B figurent 5 protéines qui lient potentiellement l’ARN (Nip7p, Rpf2p, 
Nsa2p, Rlp24p et Tif6p), 4 hélicases à ARN (Spb4p, Drs1p, Has1p et Dbp10p), 2 GTPases 
(Nog1p et Nog2p), une protéine de structure (Mak11p), et une méthyltransférase (Nop2p). 
Beaucoup de facteurs B sont déjà présents au sein des particules pré-ribosomiques contenant 
le pré-ARNr 27SA2 (11,145-147). Nsa2p et Nog2p s’assemblent plus tardivement, juste avant 
que l’ITS2 ne soit éliminé (134,148). Les facteurs B s’assemblent de façon séquentielle avec 
les pré-ribosomes, via 2 voies majeures et indépendantes qui convergent vers le recrutement 
de Nog2p (11). Les sites potentiels de fixation de ces facteurs B, ainsi que leurs interactions 
entre eux et avec les protéines ribosomiques sont schématisés sur la Figure 30. Tous ces 
facteurs B semblent nécessaires au recrutement de Nog2p, et une partie d’entre eux 
(Nop2p/Nip7p, Dbp10p, Tif6p, Rlp24p et Nog1p) recrutent Nsa2p (Figure 31). Ces voies 
convergentes semblent faire partie d’un processus de contrôle qualité, qui s’assure que la 
maturation irréversible des pré-ARNr 27SB n’intervient que lorsque l’assemblage des 
























Figure 32: Maturation de l’ITS2 chez la levure Saccharomyces cerevisiae (33) 
Structure secondaire de l’ITS2 dans sa conformation en épingle à cheveux. Les positions des sites 
de coupures C1, C1’, C2 et E ainsi que les enzymes impliquées sont indiquées. L’endonucléase 






4.4 Maturation des pré-ARNr 7S(S), 7S(L) et 25.5S 
Après le clivage au site C2, la maturation 3’ des pré-ARNr 7S(S) et 7S(L) en ARNr 5.8S(S) 
ou 5.8S(L) se fait en 4 étapes et nécessite l’intervention de différentes nucléases. Ce processus 
se fait dans le noyau et dans le cytoplasme (142,149,150). L’exosome cœur intervient en 
premier (151,152), et produit le précurseur de l’ARNr 5.8S contenant une extension de 30 
nucléotides. Ce précurseur 5.8S+30 est ensuite maturé par l’exoribonucléase Rrp6p associée à 
l’exosome, pour former le pré-ARNr 6S (Figure 32). Celui-ci contient 8 nucléotides 
supplémentaires par rapport à l’ARNr mature 5.8S (153,154). Pendant cette étape de 
digestion, l’exosome est assisté par l’hélicase Dob1p/Mtr4p (102,153). Les pré-ribosomes 
sont ensuite exportés vers le cytoplasme, et les exonucléases Rex1p et Rex2p continuent le 
processus de maturation du pré-ARNr 6S en éliminant 3 nucléotides (150,155). La dernière 
étape d’élimination de l’ITS2 est réalisée par Ngl2p, permettant la production de l’ARNr 
mature 5.8S sous ses formes courtes et longues. 7 facteurs d’assemblage nucléaires tardifs 
interviennent dans ces étapes de maturation des pré-ARNr 7S  en ARNr 5.8S.  Parmi eux, 
l’ATPase AAA Rea1p, et le sous complexe constitué par Rix1p/Ipi1p/Ipi3p (156). La 
libération d’Ytm1p, Rsa4p ou d’autres facteurs d’assemblage par Rea1p, est nécessaire pour 
permettre un accès aux nucléases ou pour organiser un environnement favorable au processus 
d’élimination de l’extrémité 3’ des pré-ARNr 7S. L’extrémité 5’ de l’ARNr mature 25S est 
produit par la maturation du pré-ARNr 25.5S grâce à une digestion exonucléolytique 5’-3’ à 
























Figure 33: Classement des différents types de protéines ribosomiques, en fonction de l’effet de 
leur absence sur la maturation des particules pré-60S (6). 
Figure 34: Corrélation entre fonction et localisation des RPLs (6).  
Les RPLs précoces (en vert), intermédiaires (en violet), et tardives (en orange) ont été 
positionnées sur la structure cristallographique de la grande sous unité ribosomique 60S de 




4.5 Rôle des protéines ribosomiques dans la maturation des précurseurs de la    
grande sous unité 
 
Les protéines ribosomiques impliquées dans la maturation des précurseurs de la grande sous 
unité ribosomique sont divisées en 3 catégories, en fonction de l’étape du processus dans 
laquelle elles interviennent (6): le groupe des protéines intervenant dans les étapes précoces, 
celles intervenant dans les étapes intermédiaires, enfin celles requises dans les étapes tardives 
(Figure 33). Dans le groupe des protéines intervenant précocement, la protéine Rpl3 est 
requise pour la maturation du pré-ARNr 27SA2. Elle est liée au domaine VI de l’ARNr 25S et 
est positionnée à proximité de l’extrémité 5’ de l’ARNr 5.8S et de l’extrémité 3’ de l’ARNr 
25S au sein de la sous unité mature 60S. La perte d’expression de Rpl3 fragilise l’association 
avec les particules pré-60S de nombreux facteurs d’assemblage, dont des facteurs A3 et B. 
Les 10 autres protéines ribosomiques de la grande sous unité (RPL)  appartenant à ce groupe, 
sont nécessaires pour la maturation du pré-ARNr 27SA3. Elles sont localisées au niveau de la 
partie convexe de l’interface en contact avec le solvant, contenant les domaines I et II de 
l’ARNr 25S. Leur liaison aux domaines I et II permet la construction du tunnel de sortie du 
polypeptide (Figure 34). 11 protéines ribosomiques interviennent dans les étapes 
intermédiaires, c’est-à-dire dans la maturation du pré-ARNr 27SB et sont essentiellement 
localisées autour du bord du tunnel de sortie du polypeptide. La perte d’expression de RPL de 
ce groupe, telles que Rpl25 se fixant au niveau du domaine III de l’ARNr 25S (158) ou Rpl17 
au niveau du domaine I, n’a pas d’incidence sur l’intégration des facteurs A3 au sein des 
particules pré-60S et seulement un faible effet sur celle de certains facteurs B (Sbp4p, 
Dbp10p). Il y a cependant un effet plus net sur l’intégration de quelques facteurs 
d’assemblage tardifs (Noc3p, Nsa2p, Nog2p, Rsa4p, Nop53p et Arx1p). Le dernier groupe 
correspond aux protéines ribosomiques intervenant dans les étapes de maturation des pré-
ARNr 7S et 6S ou dans des remaniements de particules pré-60S cytoplasmiques. Ces 
protéines sont localisées au niveau de la surface à l’interface des 2 sous unités. Ces résultats 
montrent qu’il existe un couplage fonctionnel entre l’association des protéines ribosomiques, 











































Figure 35: Modèle du processus de libération d’Arx1p (1).  
(a) Arx1p s’associe au niveau de la particule pré-60S avant son exportation dans le 
cytoplasme, et se lie à ES27 au-dessus du tunnel de sortie du polypeptide. 
(b) Rei1p et Jjj1p s’associe à la particule pré-60S, établissant un réseau d’interaction qui 
permet le recrutement de Ssap. La stimulation de l’activité ATPase de Ssap par Jjj1p 
conduit à la dissociation d’Arx1p. 
Figure 36: Structure du complexe pré-60S-Arx1p-Rei1p-Jjj1p obtenue par cryo-microscopie 
électronique (1).  
(A) Structure de la particule pré-60S en complexe avec Arx1p-Rei1p-JJj1p  
(B) Localisation d’Arx1p dans la particule 60S mature reconstituée. La densité d’Arx1p est en 
contact avec la protéine ribosomique Rpl25 (orange), Rpl35 (vert), Rpl26 (bleu) et le 








































Figure 37: Localisation des facteurs d’export Mex67p/Mtr2p, Nmd3p, Arx1p et des facteurs 
d’assemblage Tif6p et Rei1p sur la particule tardive pré-60S.  
Reconstruction par cryo-microscopie électronique de particules purifiées via Arx1p-TAP, basée sur 
la structure cristalline de la particule 60S mature (36). CP : central protubérance ; L1 : tige L1. 
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4.6 Maturation et exportation des particules pré-60S nucléaires tardives 
 
Une série de reconstructions par cryo-microscopie électronique et de structures cristallines ont 
permis de comprendre de manière plus détaillée les dernières étapes de maturation  ainsi que 
les remodelages structuraux qui ont lieu avant l’exportation des particules pré-ribosomiques 
pré-60S dans le cytoplasme. Les premières études ont montré qu’Arx1p se lie au niveau des 
protéines Rpl25, Rpl26, Rpl35 et du segment d’expansion ES27 de l’ARNr 25S près du 
tunnel de sortie du polypeptide naissant (1,36). Dans cette même étude, des analyses 
biochimiques et par coloration négative en microscopie électronique ont permis de déterminer 
les positions d’Arx1p, Nmd3p et Mex67p/Mtr2p (Figure 35-36-37). 
Par ailleurs, dans une étude publiée cette année, les auteurs ont déterminé par la technique de 
cryo-microscopie électronique plusieurs structures de particules pré-ribosomiques pré-60S 
nucléoplasmiques à trois stades de maturation avant l’exportation chez la levure 
Saccharomyces cerevisiae (19). La structure au stade 1 a été déterminée à 3.08 Å de 
résolution (Figure 38). Des pontages chimiques couplés à la spectrométrie de masse ont 
permis de construire un modèle atomique et positionner 19 facteurs d’assemblage dans la 
structure de la particule au stade 1. 14 d’entre eux sont localisés au niveau de la région en 
forme d’arc située de la protubérance centrale jusqu’au tunnel de sortie du polypeptide. Les 5 
autres facteurs sont à proximité ou liés à l’ITS2. Les facteurs d’assemblage Sda1p, Rea1p et le 
sous complexe Rix1p ont également pu être localisés dans la structure au stade 2. La 
comparaison des 3 stades de maturation montre que la particule ribonucléoprotéique 5S 
adopte une conformation différente à chaque stade, reflétant un mouvement continu de 
rotation de la protubérance centrale (Figure 39).  Dans la structure au stade 2, Rpf2p et Rrs1p 
sont absents et la particule RNP 5S a déjà adopté une conformation proche de l’état mature, 
suggérant que la dissociation de Rpf2p et Rrs1p est nécessaire pour la rotation ait lieu. Cette 
structure au stade 2 déterminée à 6.6 Å de résolution, est très proche de la structure de la 
particule pré-60S contenant Rea1p et le complexe Rix1p (25), mais avec la présence de 5 
facteurs supplémentaires : Sda1p, le complexe Rix1p (Ipi1p, Rix1p et Ipi3p), et Rea1p. 
L’adoption de la position mature de la particule RNP 5S est coordonnée à des changements de 



















Figure 38: Structure  obtenue par cryo-microscopie électronique de la particule pré-ribosomique 
pré-60S purifiée à partir du facteur d’assemblage Nog2p (19) 
(a) Représentation de la structure cryo-ME à 3.08 Å de résolution de la particule pré-
ribosomique pré-60S. Les densités des différents facteurs d’assemblage sont indiquées 
par différentes couleurs. L’ARNr 25S et les protéines ribosomiques sont colorés en gris et 
beige respectivement. A gauche, représentation du point de vue de l’interface entre les 
deux sous unités, et à droite, représentation sur le côté. 
(b) Structures atomiques de 19 facteurs d’assemblage superposés avec leurs densités 





















Figure 39: Structures des différentes étapes d’assemblage des particules pré-ribosomiques pré-
60S (19) 
A. Les structures cryo-ME de particules pré-ribosomiques pré-60S à 3 stades de maturation 
et de la sous-unité ribosomique mature 60S sont représentées en gris. Les structures de 
l’ARNr 5S, l’hélice 38 et des facteurs associés à la protubérance centrale, ont été 
superposées aux structures des 4 stades de maturation. 
B. La comparaison des 4 stades de maturation montre que la particule RNP 5S effectue une 
rotation au stade 2, après la dissociation du complexe Rpf2p-Rrs1p. La dissociation 
ultérieure de Rsa4p au stade 3 permet à la particule RNP 5S d’adopter la même 
conformation qu’au stade mature. 





De plus, les équipes d’Ed Hurt et Roland Beckmann ont résolu cette année la structure de la 
particule pré-ribosomique pré-60S nucléoplasmique contenant Rea1p et le complexe Rix1p 
par cryo-microscopie électronique (Figure 40.A). Par rapport à la particule Arx1p, 
correspondant au stade de maturation précédent, cette particule pré-ribosomique pré-60S 
diffère par deux importants réarrangements structuraux : une rotation de 180° du complexe 
ribonucléoprotéique 5S ainsi que des hélices d’ARNr composant la protubérance centrale, 
puis une disparition du pied de la particule au niveau de l’extrémité 3’ de l’ARNr 5.8S. La 
structure de cette particule pré-60S nucléoplasmique est également plus grande en raison de la 
densité additionnelle générée par le complexe Rix1p et Rea1p. On peut cependant toujours 
noter la présence et la même localisation d’autres facteurs d’assemblage (Mtr4p, Nog1p, 
eIF6p, Rlp24p et Arx1p). Par ailleurs, il a été proposé que les activités ATPase de Rea1p et 
GTPase de Nug2p participeraient à établir un point de contrôle permettant l’exportation de la 
particule pré-60S dans le cytoplasme (159). La comparaison des structures des particules 
Arx1p et Rea1p-Rix1p, ainsi que de la sous unité ribosomique 60S mature a permis d’établir 
un modèle expliquant le rôle de ce point de contrôle dans les remodelages qui ont lieu pendant 
les étapes de maturation nucléoplasmique et l’exportation de la particule pré-ribosomique pré-
60S (Figure 40.B).  L’association du complexe Rix1p avec la particule pré-ribosomique pré-
60S se fait au niveau de la protubérance centrale dans la région où sont localisés le complexe 
ribonucléique 5S et le complexe Rpf2p-Rrs1p. La rotation de la particule ribonucléique 5S est 
initiée par une dissociation entre la RNP 5S, Rsa4p et le complexe Rpf2p-Rrs1p. L’hélice 38 
vient alors se placer au niveau de l’interface entre les deux sous unités. C’est seulement après 
la rotation précise de la RNP 5S, que la machinerie formée par le complexe Rix1p-Rea1p, 
peut se positionner correctement et de façon stable au sein de la particule ribosomique pré-
60S. L’activité d’hydrolyse de l’ATP de Rea1p et d’hydrolyse du GTP de Nug2p permettent 
la dissociation de Rsa4p, le passage du point de contrôle, puis l’exportation de la particule 
pré-ribosomique pré-60S vers le cytoplasme. 
L’exportation des particules pré-60S nucléaires tardives du nucléoplasme vers le cytoplasme 
fait intervenir les mêmes mécanismes que pour la particule pré-40S. Elle se fait à travers les 
pores nucléaires et est facilitée par un processus de diffusion reposant sur la GTPase Ran. Au 
moins 5 protéines (Arx1p, Bud20p, Ecm1p, Mex67p et Nmd3p) fonctionnent ensemble afin 


































Figure 40: Rea1p et le complexe Rix1p établissent un point de contrôle permettant un 
changement de conformation de la particule pré-ribosomique pré-60S nucléoplasmique (25) 
A. Comparaison des structures cryo-EM des particules pré-ribosomiques pré-60S purifiées 
via Arx1p (gauche) et Rea1p-Rix1p (droite). La structure de la particule pré-ribosomique 
pré-60S Rea1p-Rix1p a une résolution entre 7 et 16 Å. 
B. Modèle de maturation de la particule pré-ribosomique pré-60S nucléoplasmique. 
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Arx1p se lient à différents domaines de la particule pré-60S (Figure 41). Nmd3p est une 
protéine conservée que l’on retrouve dans les cellules des archées jusqu’aux mammifères. 
Chez la levure, le gène NMD3 est essentiel et les mutations de ce gène affectent la production 
de la grande sous unité ribosomique et induisent une accumulation des particules pré-60S 
dans le nucléole et dans le nucléoplasme (121,166). Ces résultats suggèrent que Nmd3p 
s’assemble avec les particules pré-60S dans le noyau. Cette protéine fonctionne comme un 
adaptateur d’exportation, en recrutant sur les particules pré-60S via sa séquence NES le 
récepteur d’exportation Crm1p. Nmd3p se lie au niveau de l’interface de la particule pré-60S 
à proximité des hélices 38 et 95 de l’ARNr 25S et de la protéine ribosomique Rpl10 (167). 
L’hétérodimère Mex67p/Mtr2p et Arx1p établissent une liaison entre les particules pré-60S et 
les nucléoporines du pore nucléaire via une interaction avec les répétitions FG (164). La 
séquence d’Arx1p est très similaire à celle d’une méthionyle aminopeptidase (MetAP), qui se 
lie au niveau du tunnel polypeptidique de la sous unité mature 60S et qui élimine les 
méthionines au niveau de l’extrémité N-terminale du polypeptide naissant (161). La protéine 
Rrp12p est retrouvé associée avec les précurseurs nucléaires tardifs de la sous unité 60S 
(123). In vitro, Rrp12p interagit avec les répétitions FG des nucléoporines Nup100p et 
Nup116p, suggérant que Rrp12p a un rôle dans l’exportation des particules pré-60S. Cette 
hypothèse est étayée par l’observation que Rrp12p fait la navette entre le noyau et le 
cytoplasme et qu’en l’absence de Rrp12p, l’exportation des particules pré-60S est inhibée 
(123). Néanmoins, il faut noter que d’autres auteurs n’ont pas détecté de défaut d’exportation 
des particules pré-60S en l’absence de Rrp12p  (110). Rrp12p appartient à la famille des 
protéines à motifs HEAT et des prédictions de structure secondaire suggèrent que plus de 
60% des résidus de Rrp12p forment des hélices α. Rrp12p fonctionnerait comme un facteur 
d’exportation des particules pré-60S qui leur permettrait de passer à travers le réseau 
hydrophobe du NPC de 2 façons : en interagissant avec les répétitions FG des nucléoporines 


















































Figure 41: Modèle d’exportation de la particule pré-60S (3).  
La protubérance rouge sur Nmd3p représente le signal d’exportation permettant l’interaction 
avec Crm1p/Xpo1p. Les flèches rouges entre les facteurs d’exportation et les mailles hydrophobes 
du NPC, indiquent les interactions possibles entre ces facteurs et  les répétitions de séquences FG 





4.7 Maturation cytoplasmique des précurseurs de la grande sous unité ribosomique 
 
Les  particules pré-60S exportées dans le cytoplasme n’ont toujours pas fini leur maturation 
car elles contiennent encore plusieurs facteurs d’assemblage et plusieurs protéines 
ribosomiques (Rpl24, Rpl29, Rpl40, Rpl42, P0, P1 et  P2) ne sont pas encore intégrées. 
Pendant ces dernières étapes de maturation cytoplasmique, les constituants non ribosomiques 
(Alb1p, Arx1p, Nmd3p, Nog1p, Rlp24p et Tif6p) qui se lient au niveau de la particule dans le 
noyau, vont se dissocier de façon séquentielle. Ce processus nécessite l’intervention de 
facteurs cytoplasmiques, incluant des ATPases et des GTPases. 
Le premier facteur qui intervient dans la maturation cytoplasmique de la grande sous unité est 
l’ATPase AAA Drg1p, qui est recrutée et activée par le facteur d’assemblage Rlp24p, un 
paralogue de la protéine ribosomique Rpl24 (168). Drg1p catalyse la dissociation de Rlp24p, 
ce qui permet à la protéine Rpl24 de s’associer à la particule pré-60S cytoplasmique. Cette 
étape permet la fixation de Rei1p. En association avec l’ATPase Ssap et son co-facteur Jjj1p, 
ces 3 protéines vont participer à la dissociation de l’adaptateur d’exportation Arx1p et de son 
partenaire Alb1p (148,169) (Figure 42.A). La structure de la particule pré-60S cytoplasmique 
obtenue par cryo-microscopie électronique par le groupe de N. Ban apporte des preuves 
supplémentaires (1). Au sein de la structure, les protéines Jjj1p et Rei1p interagissent 
physiquement et  sont localisées à proximité ou en contact avec Arx1p. En  parallèle, la 
protéine ribosomique Rpl12p recrute le facteur d’assemblage Yvh1p, qui remplace Mtr4p, le 
paralogue de la protéine ribosomique P0, au niveau de son site de liaison à l’ARN dans le 
centre d’activation des GTPases (170,171). Yvh1p et P0 se lient à la particule pré-60S 
séquentiellement, soulevant la possibilité que P0 déplace ou est nécessaire à la dissociation 
d’Yvh1p. Les protéines ribosomiques P1 et P2 qui vont former avec P0 la structure en tige de 
la sous unité 60S, s’associeront de façon cyclique: elles s’associent à P0 pour former la tige au 
moment d’entamer la traduction et se dissocient de la tige au moment où les deux sous unités 
se détachent de l’ARNm (172). L’assemblage de la tige P est nécessaire pour la liaison et 
l’activation de la GTPase Efl1p (16). L’activité GTPase d’Efl1p et de Sdo1p permet de libérer 




























Figure 42: Maturation cytoplasmique des précurseurs de la grande sous unité ribosomique (16). 
(A) Modèle d’association et de dissociation des facteurs non-ribosomiques impliqués dans la 
maturation cytoplasmique des précurseurs de la grande sous unité ribosomique. 
(B) Illustration des évènements décrits en (A) dans le contexte d’une particule pré-
ribosomique 60S obtenue par cryo-ME (37). 





qui va participer à la dissociation de Nmd3p (Figure 42.B). La dissociation de Nmd3p de la 
particule pré-60S cytoplasmique et son retour dans le noyau, sont cruciaux pour qu’il y ait 
d’autres cycles de transport des particules du noyau vers le cytoplasme. 
 
IV. Les facteurs enzymatiques impliqués dans la biogenèse des ribosomes 
 
Parmi les 200 protéines non ribosomiques participant au processus de maturation des 
ribosomes,  une partie non négligeable possède une activité enzymatique. Outre les enzymes 
de modification et de digestion des pré-ARNr qui ne seront pas discutées dans cette section, 
chez la levure S. cerevisiae 19 ATPases à boîte DEAD/DEAH, 3 AAA ATPases, 6 GTPases, 
ainsi que des kinases et des phosphatases sont impliquées (24). Il a été proposé que ces 
enzymes fournissent l’énergie nécessaire afin d’assurer un assemblage correct lors du 
processus de maturation. Alors que les hélicases à boîte DExD/H sont surtout impliquées dans 
les étapes précoces et nucléolaires, les ATPases et les GTPases interviennent essentiellement 
dans les étapes intermédiaires et tardives de la maturation des précurseurs de la sous unité 
60S. Cela indique qu’il existe une implication spécifique des différents types de NTPases en 
fonction de l’étape de maturation des particules pré-ribosomiques.  
 
1. Les kinases 
 
Toutes les kinases intervenant dans la biogenèse des ribosomes ont un rôle prédominant dans 
la formation de la sous unité 40S (Figure 43). Certaines de ces kinases semblent avoir une 
fonction cellulaire supplémentaire. Par exemple Hrr25p, une isoforme de la caséine kinase I 
qui phosphoryle le sous complexe Enp1p-Rps3p au moment de la maturation nucléaire tardive 
de la particule pré-40S, est impliquée dans de multiples processus cellulaires, dont 
l’attachement des kinétochores par les microtubules, la réparation de l’ADN et le cycle 
cellulaire (117). Les protéines Rio1p et Rio2p appartiennent à une famille de protéines 
kinases atypiques dépourvues de la boucle d’activation et du domaine de reconnaissance du 
substrat présents chez les kinases eucaryotes canoniques. En plus de son rôle dans la 
biogenèse de la sous unité ribosomique 40S, Rio1p participe à la progression du cycle 
cellulaire et la maintenance des chromosomes (175). Les substrats de Rio1p et de Rio2p 





























Nucléoplasme Nucléole Cytoplasme 
Figure 43: Intervention des protéines non ribosomiques à activité enzymatique dans la 
biogenèse de la petite sous unité 40S (24).  
Les ARNr sont indiqués en vert foncé, les GTPases en orange, les ATPases à boîte DExD/H  en vert 




a été proposé que ces protéines pourraient fonctionner plutôt en tant qu’ATPases (176). 
L’hydrolyse d’ATP par Rio1p et Rio2p serait nécessaire pour leur dissociation des particules 
pré-40S. En outre, des résultats récents suggèrent que l’hydrolyse d’ATP par Rio1p est 
couplée à la dissociation de Dim2p de particules pré-40S très tardives. Dim2p se fixe sur le 
pré-ARNr 20S au niveau du site de clivage D, empêchant l’accès de l’endonucléase Nob1p à 
son substrat. En causant le départ de Dim2p, Rio1p permet à Nob1p d’accéder à son site de 
coupure (130).  
 
2. Les AAA-ATPases 
 
Les AAA-ATPases sont présentes chez tous les organismes et sont impliquées dans de 
nombreux processus cellulaires. Ces protéines sont caractérisées par un domaine ATPase 
structuralement conservé d’environ 250 acides aminés, qui contient entre autre, les motifs 
Walker A (hélice P) et Walker B (boîte DExx) (177). Ces ATPases sont constituées d’un 
(type I), deux (type II), ou six domaines AAA. Elles s’assemblent en anneaux hexamèriques 
qui subissent des changements structuraux pendant le cycle ATPase (178,179). Les ATPase-
AAA utilisent l’hydrolyse de l’ATP ce qui entraîne des réarrangements structuraux ou la 
dissociation du substrat. Trois AAA-ATPases, Rix7p, Rea1p/Mdn1p et Drg1p/Afg2p sont 
essentielles pour la biogenèse de la sous unité 60S et chacune participe à la dissociation de 
facteurs non ribosomiques des particules pré-60S (Figure 44). Drg1p joue un rôle dans la 
dissociation de Nog1p et Rlp24p directement après l’exportation des particules pré-60S. 
Rix7p participe à la libération de Nsa1p des particules pré-60S nucléolaires. Dans une souche 
exprimant une forme inactive de Rix7p, Nsa1p migre dans le cytoplasme et reste associée à la 
sous unité 60S mature (180). La troisième ATPase AAA impliquée dans la biogenèse des 
ribosomes est Rea1p. Rea1p a été identifiée comme un composant des particules pré-60S 
isolées via Rix1p et Nug1p (181,182) et participe au processus d’élimination de l’ITS2. Cette 
ATPase AAA de 550 kDa, la plus large protéine chez la levure, possède six domaines AAA 
qui s’assemblent pour former une structure en forme d’anneau. Rea1p contient aussi un 
domaine MIDAS (Metal Ion Dependent Adhesion Site) à l’extrémité de son domaine C-
terminal. La structure obtenue en microscopie électronique de la particule pré-60S purifiée via 























































Figure 44: Intervention des protéines non-ribosomiques à activité enzymatique impliquées 
dans la biogenèse de la sous unité ribosomique 60S (d’après Kressler et al., 2010).  
Les ARNr sont indiqués en bleu, les GTPases en orange, les AAA-ATPase en rose, les ATPases à 
boîte DExD/H  en vert, les protéines et sous complexes d’intérêts en violet et jaune, et les 
facteurs d’export en rouge.  
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en anneau, à proximité du sous complexe Rix1p-Ipi3p-Ipi1p et que le domaine C-terminal 
forme une queue flexible (183). Rea1p intervient au moins deux fois durant la biogenèse de la 
grande sous unité pour dissocier des protéines non ribosomiques, à savoir Ytm1p lors du 
passage des particules pré-60S du nucléole dans le nucléoplasme et Rsa4p avant le passage à 
travers le pore nucléaire (183,184). Dans les deux cas, Rea1p contacte sa protéine cible via 
son domaine MIDAS et l’hydrolyse d’ATP induit un changement de conformation qui génère 
une tension entre le domaine MIDAS et l’anneau AAA, tension utilisée pour extraire la 
protéine cible de la particule pré-60S.  
 
3. Les GTPases 
 
Les GTPases sont des régulateurs clé de nombreux processus cellulaires et sont caractérisées 
par la présence d’un domaine G, qui contient cinq motifs conservés (G1-G5), dont le motif 
Walker A (G1). Dans la biogenèse des ribosomes, six GTPases ont été identifiées : Bms1p, 
Efl1p/Ria1p, Lsg1p/Kre35p, Nog1p, Nug1p et Nug2p/Nog2p. Bms1p est essentielle pour la 
biogenèse de la sous unité 40S et permet l’incorporation de Rcl1p dans la particule 90S (185-
187). Efl1p/Ria1p stimule la dissociation cytoplasmique de Tif6p (174). Nog1p est une 
GTPase qui a été conservée au cours de l’évolution et qui s’associe avec les particules pré-
60S du nucléole jusque dans le cytoplasme. Les protéines Nug1p, Nug2p/Nog2p et 
Lsg1p/Kre35p font partie d’un groupe de GTPases dont l’ordre des motifs G conservés est 
permuté circulairement (appelées cpGTPases). Ces cpGTPases ont une activité de liaison de 
l’ARN et peuvent stimuler l’incorporation de protéines ribosomiques ou initier des 




































































Figure 45: Organisation structurale des ARN hélicases (31).  
Séquences caractéristiques des hélicases SF1 et SF2. Le dendrogramme (à gauche) indique la 
relation phylogénétique entre les familles d’hélicases SF1 et SF2. Les domaines hélicases sont 
représentés en gris foncé, et les extrémités N et C terminales sont en gris clair. Les motifs 
conservés sont représentés en couleur. Chacune est spécifique d’une fonction biochimique : en 
rouge pour la liaison et l’hydrolyse de l’ATP ; en jaune pour la coordination entre la liaison des 
polynucléotides et l’activité ATPase ; en bleu pour la liaison des acides nucléiques. 
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4. Les hélicases 
 
Les hélicases sont des protéines qui utilisent l‘énergie d’hydrolyse de l’ATP ou du GTP pour 
catalyser l’ouverture d’acides nucléiques (ADN ou ARN) appariés sous forme double brins. 
Ces protéines sont impliquées dans de nombreux mécanismes. Les hélicases à ADN ont un 
rôle dans la réplication et la réparation de l’ADN. Les hélicases à ARN sont requises pour de 
nombreux processus : la synthèse des ribosomes et la transcription, la maturation, l’épissage, 
l’exportation et la dégradation des ARN. 
19 hélicases à ARN sont impliquées dans la biogenèse des ribosomes chez S.cerevisiae. A 
l’exception de Mtr4p qui appartient à la famille Ski2 (188), toutes les autres appartiennent à la 
famille des hélicases SF2 caractérisées par la présence du motif DExD/H (188). 7 hélicases 
participent à la biogenèse de la petite sous unité ribosomique (Dbp4p, Dbp8p, Dhr1p, Dhr2p, 
Fal1p, Rok1p et Rrp3p), 10 à la synthèse de la grande sous unité (Dbp2p, Dbp3p, Dbp6p, 
Dbp7p, Dbp9p, Dbp10p, Drs1p, Mak5p, Mtr4p/Dob1p et Spb4p), et 2 sont requises pour la 
production des 2 sous unités (Has1p et Prp43p) (95,189). Toutes sont codées par des gènes 
essentiels, à l’exception de Dbp2p, Dbp3p et Dbp7p. Prp43p est la seule à être requise 
également pour l’épissage des pré-ARNm. Les hélicases à ARN contiennent une série de  
motifs conservés  (Q, I, Ia, Ib, Ic, II, III, IV, Iva, V, Va, Vb et VI) qui participent à la liaison 
de l’ATP et son hydrolyse, ainsi qu’à la liaison de l’ARN et au couplage entre hydrolyse 
d’ATP et réarrangements structuraux impliquant des complexes d’ARN ou d’ARN/protéines 
(21) (Figure 45). 
 
4.1 Les hélicases à ARN impliquées dans la formation de la petite sous unité  
 
Les hélicases à ARN Dbp4p, Dbp8p, Dhr1p, Dhr2p, Fal1p, Rok1p et Rrp3p sont impliquées 
dans les étapes précoces de maturation des particules pré-ribosomiques (Figure 46). Leur 
inactivation conduit à un déficit de sous unités 40S et une inhibition des clivages A0, A1, et 
A2. Pour beaucoup de ces protéines, il a été montré qu’une mutation au sein des motifs 
conservés est létale. Les hélicases Dbp4p, Dbp8p, Rok1p et Rrp3p présentent une activité 
ATPase ARN dépendante in vitro (96,190) et une activité hélicase in vitro. Le substrat 


















Figure 46: Hélicases à ARN impliquées dans la biogenèse des ribosomes chez la levure 




double brin de 10 paires de base avec une extension simple brin en 3’ (191). L’équipe dirigée 
par Katrin Karbstein a ainsi montré qu’un duplex constitué par Rok1p lié à de l’ATP stabilise 
la liaison de Rrp5p aux sous unités ribosomiques 40S (192). L’activité d’hydrolyse de l’ATP 
effectué par Rok1p est requise pour la dissociation de Rrp5p des pré-ribosomes 40S. Par 
ailleurs, il a été mis en évidence, que de nombreuses hélicases nécessitaient un ou plusieurs 
co-facteurs afin d’exercer leur fonction. Ainsi, il a été montré que l’activité ATPase de Dbp8p 
est stimulée par la liaison d’Esf2p, une protéine qui porte un motif RRM de liaison à l’ARN 
(96). Il a été proposé qu’Esf2p recrute Dbp8p au niveau des particules 90S et induit un 
changement conformationnel de Dbp8p qui augmente son activité catalytique. De même, le 
co-facteur Sgd1p semble requis pour moduler l’activité de Fal1p et le co-facteur Pfa1p 
stimule l’activité ATPase et hélicase de Prp43p (193). De plus comme il a été précisé 
précédemment,  Prp43p et Has1p (194) sont impliquées dans les voies de maturation des 2 
sous unités ribosomiques. Prp43p est une enzyme qui possède une activité ATPase et hélicase 
in vitro (195) (196). En plus d’être impliquée dans les étapes tardives de l’épissage des pré-
ARNm, la découverte d'un site de liaison de Prp43p à la base de l'hélice 44 dans la séquence 
de l'ARNr 18S à proximité du site de clivage D, suggère que Prp43p favorise le clivage du 
pré-ARNr 20S au site D catalysé par l'endonucléase Nob1p (Lebaron, Papin et al. 2009; 
Pertschy, Schneider et al. 2009(197). Il semble que le complexe Prp43p/Pfa1p participe à des 
changements structuraux de la particule pré-40S qui facilitent la maturation cytoplasmique du 
pré-ARNr 20S par Nob1p (131,193). Enfin, Has1p est requis pour les clivages aux sites A0, 
A1 et A2, ainsi que pour la dissociation de snoARNs des particules ribosomiques 90S (198). 
 
4.2 Les hélicases à ARN impliquées dans la formation de la grande sous unité 
ribosomique 
 
Les hélicases à ARN Dbp2p, Dbp3p, Dbp6p, Dbp7p, Dbp9p, Dbp10p, Drs1p, Mak5p, 
Mtr4p/Dob1p, Spb4p, Has1p et Prp43p agissent à différentes étapes de la maturation des 
ARNr 25S et 5.8S (197). De par son activité hélicase ATP dépendante, Has1p participe à la 
maturation du pré-ARNr 27SA3 et la production de l’extrémité 5’ de l’ARNr 5.8S. Cette 
















































Figure 47: Composition protéique des particules ribosomiques pré-60S précoces purifiées via 
Npa1p-TAP (20).  
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Concernant les autres hélicases impliquées dans la maturation de la grande sous unité, Drs1p 
est un facteur A3. Il a été montré qu’elle interagissait génétiquement avec le facteur Nop7p 
(199). Son rôle dans cette étape du processus de maturation n’a pas encore été déterminé. 
Mtr4p est impliquée dans la formation de l’extrémité 3’ de l’ARNr 5.8S (102). Spb4p et 
Dbp10p sont deux facteurs B et interviennent donc dans la maturation du pré-ARNr 27SB  
(145). Sbp4p est recrutée au niveau des particules 90S et est dissociée des particules pré-60S 
après le clivage au site C2. Aucune activité enzymatique n’a été caractérisée pour ces 2 
protéines, mais il a été suggéré qu’elles pouvaient avoir un rôle de chaperonne dans le 
processus de clivage endonucléolytique au site C2.  Dbp3p est une protéine à boîte DEAD 
non essentielle. Une mutation de Dbp3p entraîne une accumulation du pré-ARNr 27SA2 et 
une diminution du niveau de pré-ARNr 27SA3. Dbp3p possède une activité ATPase ARN 
dépendante et une activité hélicase ATP dépendante. Il a été proposé que son activité participe 
au recrutement ou à la régulation de l’activité de la RNAse MRP. Dbp2p est une autre 
protéine à boîte DEAD non essentielle. Son absence a pour effet une diminution 
d’accumulation du niveau de pré-ARNr 27SB (Bond et al., 2001). Aucune activité 
enzymatique n’a encore été déterminée pour cette hélicase. Parmi les protéines présentes dans 
les particules pré-60S précoces isolées via l’appât Npa1p, figurent notamment Dbp6p, Dbp7p, 
Dbp9p et Mak5p (20) (Figure 47). En revanche, aucune de ces hélicases n’a été identifiée au 
sein des particules pré-60S purifiées via Nsa3p, un facteur qui intervient plus tardivement que 
Npa1p. Cela indique que ces 4 hélicases interviennent dans la formation des particules pré-
60S précoces. La perte d’expression des hélicases Dbp6p et Dbp9p entraîne une instabilité du 
pré-ARNr 27SA2 et une diminution de la formation des pré-ARNr en aval (18,200). La 
protéine recombinante Dbp9p semble dérouler l’ARN en absence de NTP et son activité 
ATPase serait inhibée par l’ARN et stimulée par l’ADN (201). L’absence de Dbp7p et de 
Mak5p conduit à une diminution du pré-ARNr 27SA2 et retarde la maturation du pré-ARNr 
27SB (202,203). Il a été proposé que Dbp6p, Dbp7p et Dbp9p soient impliquées dans 
l’association de la protéine ribosomique Rpl3 avec les pré-ribosomes. Cette question ayant été 
abordée au cours de mon travail de thèse, je la développerai plus tard dans ce manuscrit. 
Avant le début ma thèse, aucune activité enzymatique n’avait été mis en évidence pour la 
protéine Dbp6p. Par ailleurs, il a été mis en évidence que de nombreuses hélicases à ARN 
nécessitent des co-facteurs afin d’exercer leur fonction. Des études ont montré qu’il existait 
un réseau d’interactions génétiques entre les gènes codant Dbp6p et plusieurs protéines non-




V. Etude d’un complexe constitué par les protéines non ribosomiques Npa1p, 
Npa2p, Dbp6p, Nop8p et Rsa3p requises pour la formation de la grande sous 
unité ribosomique. 
 
Au cours de la dernière décennie, les techniques d’analyses protéomiques ont permis d’étudier 
les particules pré-ribosomiques et d’identifier leurs composants. Cependant les fonctions, les 
substrats, les partenaires protéiques, ainsi que le mode de recrutement au cours du processus 
de biogenèse des ribosomes ne sont pas connus pour de nombreux facteurs non ribosomiques. 
Comme je l’ai mentionné précédemment, plus de 200 facteurs non ribosomiques participent à 
la biogenèse des ribosomes et 83 interviennent dans la maturation des particules pré-60S (11). 
Plusieurs complexes constitués de protéines non ribosomiques impliquées dans la maturation 
des particules pré-60S ont été identifiés. En particulier, une étude menée par une équipe 
espagnole en collaboration avec mon équipe suggère fortement que cinq protéines non 
ribosomiques requises pour la formation de la première particule pré-60S, à savoir Npa1p, 
Npa2p, Dbp6p, Nop8p et Rsa3p, peuvent former un complexe qui persiste une fois dissocié 
des particules pré-ribosomiques (12). Dans cette partie, je vais rapporter les données dont 
nous disposions sur les différents membres de complexe potentiel au début de ma thèse. 
 
1. La protéine Npa1p  
 
Npa1p (Nucleolar Preribosomal Associated), aussi appelée Urb1p, est une protéine 
nucléolaire essentielle de 203 kDa. Elle a été localisée à l’interface entre le composant 
fibrillaire dense et le composant granulaire (20). La perte d’expression de Npa1p entraîne une 
diminution significative des ARNr 25S et 5.8S, alors que les quantités d’ARNr 5S et 18S sont 
très peu affectées (Figure 48). Cette perte entraîne également une forte accumulation du pré-
ARNr 35S et du pré-ARNr aberrant 23S (qui s’étend de l’extrémité 5’ du pré-ARNr 35S au 
site A3). Ce phénotype indique que les clivages endonucléolytiques aux sites A0, A1 et A2 
sont retardés. Les études de sédimentation sur gradient de sucrose confirment les résultats 
obtenus par Northern blot : l’analyse du profil de sédimentation montre que la mutation du 



















Figure 48: Analyse du défaut de maturation des pré-ARNr dans des cellules dépourvues de 
Npa1p, et profil de sédimentation des particules ribosomiques extraites d’une souche sauvage 
ou exprimant un mutant de Npa1p (20,27). 
Figure 49: Analyse du défaut de maturation des pré-ARNr et du profil de sédimentation des 
particules ribosomiques extraits de cellules dépourvues de Npa2p (12). 
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qu’à la formation de halfmers, correspondant à des sous unités 40S engagées en traduction 
mais qui n’ont pas été rejointes par une sous unité 60S à cause de leur faible abondance (27). 
D’autres expériences de sédimentation sur gradient de sucrose révèlent qu’une fraction 
significative de Npa1p co-sédimente avec les pré-ARNr des particules pré-60S et une autre 
fraction avec les pré-ARNr des particules 90S. Le pré-ARNr le plus efficacement co-
immunoprécipité avec Npa1p est le pré-ARNr 27SA2 (20). Ces résultats confirment que 
Npa1p est un constituant des particules pré-60S précoces. Cette protéine a donc servi d’appât 
pour purifier la particule pré-60S contenant le pré-ARNr 27SA2 et en déterminer la 
composition grâce à des analyses protéomiques (20) (Figure 47). Ainsi parmi les protéines 
identifiées, on distingue les protéines non ribosomiques Npa2p, Dbp6p et Nop8p. De plus, un 
allèle mutant du gène codant Npa1p est non viable en combinaison avec l’invalidation des 
gènes codant Rsa3p ou Dbp7p, ou avec des allèles mutants des gènes codant  Dbp6p, Dbp9p, 
Nop8p ou Rpl3 (27). Npa1p possède un orthologue humain potentiel, la protéine NNP72 qui a 
aussi une localisation nucléolaire (204). 
 
2. La protéine Npa2p 
 
Npa2p, aussi nommée Urb2p, est une protéine nucléolaire essentielle de 135 kDa. Des études 
génétiques ont montré que la combinaison d’un mutant du gène codant Npa2p et de 
l’invalidation du gène RSA3 était létale. Les 748 premiers acides aminés adoptent une 
structure prédite proche de celle des domaines HEAT (12). Les analyses de sédimentation sur 
gradient de sucrose d’extraits d’une souche de levure exprimant un mutant de Npa2p ou 
dépourvue de Npa2p, indiquent clairement un déficit de particule ribosomique 60S. Ces 
résultats indiquent que Npa2p est nécessaire pour l’accumulation de la grande sous unité 
ribosomique. Des analyses par Northern blot indiquent une légère accumulation du pré-ARNr 
35S et des pré-ARNr 23S et 21S (un pré-ARNr s’étendant de l’extrémité 5’ du 18S jusqu’au 
site A3) en l’absence de Npa2p. Ces accumulations semblent  dues à un défaut de clivage au 
site A2. En conséquence, les niveaux d’accumulation des pré-ARNr 20S, 27SA2 et 27SB 
diminuent (Figure 49). D’autres études par sédimentation sur gradient de sucrose suivies 
d’analyses par Western et Northern révèlent que Npa2p est retrouvée associée aux particules 













Figure 50: Dbp6p est une hélicase à ARN potentielle de la famille des protéines à boîte DEAD 
(18).  
Sept des huit motifs caractéristiques des protéines à boîte DEAD sont présents chez Dbp6p (les 
motifs sont surlignés et en gras). Le cœur hélicase s’étend depuis l’acide aminé 234 (motif A) 
jusqu’à l’acide aminé 598 (motif HRVGR). Une partie du domaine N-terminal, débutant au niveau 
de l’acide aminé 39 et se terminant à l’acide aminé 124, est fortement enrichi en sérine et en 
acides aminés chargés négativement, soit des acides aspartiques et des acides glutamiques 
(souligné).  
Figure 51: Réseau d’interactions synthétiques entre les gènes codant des facteurs non-
ribosomiques et des protéines ribosomiques impliqués dans la biogenèse de la grande sous 
unité ribosomique 60S (26).  
Les gènes codant des hélicases sont colorés en gris. Les traits pleins indiquent qu’il y a létalité 




analyses de co-immunoprécipitation confirment que le pré-ARNr 27SA2 est le plus 
efficacement immunoprécipité avec Npa2p-TAP. Une petite fraction du pré-ARNr 35S est 
aussi associée. Des études ont par ailleurs montré que Npa1p et Npa2p interagissaient 
ensemble (205). 
 
3. L’hélicase à ARN Dbp6p 
 
Le gène codant la protéine Dbp6p est localisé sur le bras droit du chromosome XIV chez la 
levure S.cerevisiae. Ce gène code une protéine essentielle de 629 acides aminés d’une masse 
prédite de 70.4 kDa (18). L’analyse de sa séquence révèle que Dbp6p appartient à la famille 
des hélicases ARN dépendantes à boîte DEAD. En effet, sept des huit motifs conservés 
caractéristiques des protéines à boîte DEAD sont présents chez  Dbp6p (Figure 50). Des 
études d’immunofluorescence ont montré que Dbp6p avait une localisation strictement 
nucléolaire. La perte d’expression de Dbp6p entraîne un déficit de particules 60S par rapport 
aux particules 40S, une diminution des ribosomes 80S et des polysomes, ainsi qu’une 
accumulation de halfmers. Des analyses par Northern blot et extension d’amorces des pré-
ARNr et des ARNr issus de souches dépourvues de Dbp6p ont été réalisées afin de déterminer 
les conséquences de l’absence de Dbp6p sur le processus de maturation. Les quantités de pré-
ARNr 32S et 20S et de l’ARNr 5S diminuent faiblement, alors que les quantités des pré-
ARNr 27SA2, 27SB, 7S et des ARNr matures 25S et 5.8S diminuent très fortement. Ces 
résultats indiquent que Dbp6p a une fonction importante dans les étapes précoces de 
formation de la grande sous unité ribosomique 60S. Il a également été montré qu’il existait un 
réseau d’interactions génétiques entre le gène codant Dbp6p et ceux codant plusieurs facteurs 
non ribosomiques ou des protéines ribosomiques (26) (Figure 51). Les résultats montrent qu’il 
existe clairement un réseau d’interactions synthétiques entre les allèles mutantes dbp6, dbp9, 
nop8, rpl3 et dans une moindre mesure rsa1. 
 
4. La protéine Nop8p 
 
Nop8p est une protéine nucléolaire essentielle de 57 kDa chez la levure S.cerevisiae qui 


















































Figure 52: Représentation schématique du gène codant la protéine Nop8p.  
Nop8p contient un domaine RRM (RNA Recognition Motif) en position N-terminale (résidus 9 à 
77) qui peut potentiellement se lier à l’ARN. En C-terminal, Nop8p possède un domaine en 
superhélice (coiled coil) qui s’étend des acides aminés 265 à 290. 
Figure 53: Réseau d’interaction génétique entre plusieurs facteurs non-ribosomiques et la 
protéine ribosomique Rpl3 (12).  
Les traits pleins indiquent qu’il y a létalité synthétique entre les 2 allèles des gènes codant les 





Figure 52) et un domaine en superhélice au niveau de sa partie C-terminale (206). La partie C-
terminale de Nop8p semble assurer les fonctions essentielles de la protéine. Des expériences 
de sédimentation sur gradient de sucrose révèlent que l’absence de Nop8p entraîne une 
diminution des particules ribosomiques 60S libres et l’apparition d’halfmers (207). Les effets 
de l’absence de Nop8p sur le processus de maturation des pré-ARNr est en accord avec le rôle 
de Nop8p dans la biogenèse de la sous unité ribosomique 60S. La synthèse de l’ARNr 25S est 
fortement diminuée, ainsi que les niveaux des pré-ARNr 27SA2 et  20S. Comme dans le cas 
d’autres facteurs impliqués dans la formation de la particule pré-60S, l’absence de Nop8p 
induit une accumulation du pré-ARNr 35S et du pré-ARNr aberrant 23S. Nop8p interagit avec 
Rrp6p, une exonucléase associée à l’exosome, et inhibe son activité in vitro. Il a aussi été 
proposé que la partie C-terminale de Nop8p interagisse avec Nip7p, un autre composant non 
ribosomique des particules pré-60S précoces. Il a par ailleurs été mis en évidence un 
homologue humain de Nop8p, Nop132 (208). La comparaison des séquences de Nop132 et 
Nop8p révèle que leurs régions N-terminales présentent 30% d’homologie et possèdent un 
motif RRM de liaison à l’ARN. Leurs régions C-terminales ne présentent que 16% de 
similarité mais possèdent toutes les deux des domaines superhélices (coiled-coil). Nop132 est 
également nucléolaire et  interagit  avec l’orthologue humain de Nip7p. Il semble que Nop8p 
et son homologue humain soient fonctionnellement similaires. 
 
5. La protéine Rsa3p 
 
Rsa3p (Ribosome assembly 3) est une protéine non-essentielle de 24.6 kDa qui est 
majoritairement localisée dans le nucléole (26). Cette protéine a été très peu étudiée. 
Néanmoins, les données obtenues indiquent que Rsa3p participe à la biogenèse de la sous 
unité 60S. Son absence conduit à une diminution de production de la sous unité ribosomique 
60S, ainsi qu’à l’apparition d’halfmers. Des expériences de sédimentation indiquent que 
Rsa3p est associée aux particules ribosomiques pré-60S précoces et des expériences indiquent 



































Figure 54: Npa2p, Npa1p, Dbp6p, Nop8p et Rsa3p se dissocient des pré-ribosomes lors d’une 
sédimentation sur gradient de saccharose (12).   
Les pics des sous unités 40S, 60S et des ribosomes 80S sont indiqués en haut. Le panel A 
correspond à l’analyse par Western, alors que le panel B correspond à l’analyse par Northern des 
mêmes fractions. 
Figure 55: Co-immunoprécipitation de Dbp6p, Npa1p, Nop8p et Rsa3p avec Npa2p (12).  
L’immunoprécipitation à gauche a été faite à partir d’extrait d’une souche de levure exprimant 
Npa2p-TAP, et l’immunoprécipitation de droite est l’expérience contrôle réalisée à partir d’une 
souche exprimant Npa2p sans étiquette. T : extrait total ; U : extrait ultracentrifugé. 
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6. Premières études sur les interactions liant Npa1p, Npa2, Dbp6p, Nop8p, Rsa3p 
En étudiant la fonction de la protéine Npa2p et au vu des résultats précédents, une 
collaboration entre une équipe espagnole et notre groupe a abouti à la conclusion que les 
protéines précitées forment probablement un complexe requis pour la biogenèse de la grande 
sous unité ribosomique 60S (12). Un crible génétique a été effectué pour mettre en évidence 
les partenaires génétiques de NPA2 (Figure 53). Les résultats montrent qu’il existe une 
interaction fonctionnelle entre Npa2p ou Npa1p et Dbp6p, Dbp7p, Dbp9p, Nop8p, Npa1p, 
Rsa3p ou Rpl3. On observe en effet soit une létalité synthétique, soit une croissance retardée 
lorsque l’on combine les allèles mutants des gènes codant Npa1p ou Npa2p avec des allèles 
mutants des gènes codant les autres protéines précitées. De plus, la combinaison des allèles 
mutants npa1 ou npa2 et des allèles mutants de gènes codant d’autres facteurs non 
ribosomiques impliqués dans la formation de la sous unité 60S, tels que Dbp3p, Has1p, 
Nop4p et Spb4p, n’induit pas de létalité synthétique. Les données obtenues précédemment 
montrent que les mutations ou perte d’expression de Dbp6p, Dbp7p, Dbp9p, Nop8p, Npa1p et 
Npa2p entraînent des défauts de maturation des pré-ARNr très similaires : une accumulation 
du pré-ARNr 35S et l’apparition d’un pré-ARNr 23S aberrant, ainsi qu’une forte diminution 
du niveau d’accumulation du pré-ARNr 27SA2 et des ARNr 25S et 5.8S. Ces facteurs étant 
tous impliqués dans les étapes précoces de la formation de la grande sous unité ribosomique 
60S et partageant un même réseau d’interactions génétiques, les auteurs ont donc cherché à 
savoir si ces protéines pouvaient interagir physiquement. Les résultats indiquent que Dbp6p, 
Dbp7p, Dbp9p, Nop8p, Npa1p et Rsa3p sont co-immunoprécipitées de manière efficace avec 
Npa2p-TAP à partir d’un extrait cellulaire total, alors que Nog2p, Nop1p, Nop7p et Rps8p ne 
le sont pas. Ces résultats en accord avec les profils de sédimentation sur gradient de sucrose 
similaires de Dbp6p, Nop8p, Npa1p, Npa2p et Rsa3p, suggèrent fortement que toutes ces 
protéines font partie de la particule pré-ribosomique pré-60S précoce. De plus, Dbp6p, 
Nop8p, Npa1p, Npa2p et Rsa3p sont aussi présentes dans les fractions de bas poids 
moléculaire, suggérant que ces facteurs peuvent se dissocier des particules pré-ribosomiques 
pré-60S pendant la sédimentation sur gradients  de polysomes (Figure 54). Se basant sur ces 
données, une expérience de co-immunoprécipitation, précédée par une étape 
d’ultracentrifugation afin d’éliminer les particules pré-ribosomiques et les complexes 
ribonucléiques de haut poids moléculaire a été effectuée. Après l’étape d’ultracentrifugation, 
Dbp6p, Nop8p, Npa1p et Rsa3p sont co-immunoprécipitées avec Npa2p-TAP, alors que 
Dbp7p, Dbp9p et Rpl3 ne le sont pas (Figure 55). Ces données suggèrent fortement que ces 
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cinq protéines peuvent former un complexe qui persiste en dehors des particules pré-
ribosomiques. De plus, un traitement à la RNase couplée à une expérience 
d’immunoprécipitation montre que ces 5 protéines co-immunoprécipitent indépendamment de 
la présence d’ARN (Figure 56). Enfin, afin de définir plus en détail ce potentiel complexe, 
une expérience de purification par gel filtration précédée par un traitement RNase et une étape 
d’ultracentrifugation a été effectuée, suivie d’une analyse par Western (Figure 57). Les 
résultats indiquent que Npa1p, Npa2p, Dbp6p, Nop8p et Rsa3p sont co-purifiées ensemble 
dans des fractions de haut poids moléculaire de 550 à 600 kDa, ce qui renforce l’hypothèse 
selon laquelle ces cinq protéines font partie d’un même complexe. Si il existe, celui-ci 
pourrait avoir un rôle structural et fonctionnel dans la formation de la particule pré-60S 
précoce. Sur la base des liens génétiques avec Rpl3, ces protéines pourraient également avoir 
un rôle dans l’intégration de Rpl3 au sein des particules pré-ribosomiques.  
 
7. Liens génétiques des protéines du complexe Npa1p avec la protéine ribosomique 
Rpl3, et les protéines non-ribosomiques Dbp7p et Dbp9p 
 
Comme je l’ai précisé précédemment, des liens génétiques spécifiques de la létalité 
synthétique ont été mis en évidence entre les gènes codant les membres du complexe et ceux 
codant trois autres composants des particules pré-60S précoces, à savoir les hélicases d’ARN 
Dbp7p, Dbp9p et la protéine ribosomique Rpl3. Cette dernière est une protéine ribosomique 
cruciale car elle participe à la formation et à l’activité du centre peptidyl transférase (209) 
(210). De plus, Rpl3 est la plus grande protéine ribosomique chez S.cerevisiae (43.7 kDa). 
Cette protéine est évolutivement conservée au niveau de sa séquence et de sa structure chez 
les eucaryotes, les eubactéries et les archéobactéries (211). En plus de sa fonction dans la 
traduction, Rpl3 joue un rôle essentiel dans la biogenèse des ribosomes. Elle est intégrée dans 
les particules 90S et est nécessaire pour la maturation des particules pré-60S précoces 
contenant le pré ARNr 27SA2. En son absence, ces particules pré-60S sont dégradées (12). 
De plus, l’intégration de Rpl3 dans les particules 90S est une condition préalable pour 
l’intégration de toutes les autres protéines ribosomiques précoces, intermédiaires ou tardives 
(6). Comme il a été précisé précédemment, Dbp7p et/ou Dbp9p sont des membres de la 
famille des hélicases à boîte DEAD et font partie des particules pré-ribosomiques 90S et pré-




























Figure 56: La co-immuprécipitation de Dbp6p, Npa1p, Nop8p, Rsa3p avec Npa2p est 
indépendante de l’ARN (12).  
Les extraits cellulaires ont été traités pendant 1h à la RNase A à une concentration de 100 ng/ml à 
4°C. 
Figure 57: Npa1p, Npa2p, Dbp6p, Nop8p et Rsa3p forment un complexe d’environ 600 kDa (12).  
(A) Les extraits cellulaires ont été traités à la RNase pendant 1h à 4°C, puis ultracentrifugés et  
déposés sur une colonne de gel filtration. Les fractions éluées ont été analysées par western blot. 
(B) La même expérience a été réalisée avec des extraits non traités à la RNase. 
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du  complexe Npa1p ainsi que Rpl3, Dbp7p et Dbp9p sont présents dans les mêmes particules 
pré-ribosomiques, et sur l’existence de liens fonctionnels spécifiques entre ces facteurs, nous 
avons émis l’hypothèse que le complexe pourrait être nécessaire au recrutement de Rpl3, 
Dbp7p et ou Dbp9p dans les particules pré-ribosomiques 90S pour initier leur maturation en 
particules pré-60S précoces. 
 
VI. Objectif de la thèse 
 
La production des ribosomes eucaryotes requiert l’intervention de plus de 200 protéines dites 
« non ribosomiques », qui s’associent avec les particules pré-ribosomiques et sont absentes 
des ribosomes cytoplasmiques matures. Le but principal de la recherche de mon équipe 
d’accueil est de comprendre les rôles et les modes de régulation de certaines protéines non 
ribosomiques à activité enzymatique, en particulier les ARN hélicases qui sont des acteurs 
majeurs de la synthèse des ribosomes. Ces enzymes peuvent utiliser l’hydrolyse de NTP pour 
remanier des interactions ARN/ARN ou ARN/protéines. Leurs cibles restent pour la plupart 
inconnues. 
Les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p, Rsa3p et Dbp6p sont essentielles pour la formation 
et/ou la stabilité de la première particule pré-60S, une étape de la synthèse de la grande sous 
unité encore très mal comprise. Les données décrites précédemment suggéraient que ces 
protéines fonctionnent en tant que complexe et qu’il pourrait posséder une activité ATPase 
et/ou hélicase nécessaire à des remaniements de conformation essentiels à la formation et/ou à 
la maturation des particules ribosomiques pré-60S précoces. Etant donné les liens 
fonctionnels mis en évidence entre les protéines membres du complexe potentiel et la protéine 
ribosomique Rpl3, ces remaniements pourraient jouer un rôle crucial dans la stabilisation de 
l’intégration de Rpl3 dans les particules pré-60S précoces. Nop8p contient un domaine de 
liaison à l’ARN et pourrait permettre de fixer le complexe au pré-ARNr. Les composants du 
complexe pourraient constituer des régulateurs et/ou des cibles de l’hélicase Dbp6p. Les 
objectifs de ma thèse étaient de tester ces hypothèses. A cette fin, nous avons déterminer si les 
protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p, Dbp6p et Rsa3p forment effectivement un complexe en 
dehors des particules pré-ribosomiques, comment ce complexe est intégré au sein de 
cesparticules, quelles sont les interactions protéine/protéine qui prennent place au sein du 
complexe, quelle est sa structure et quelles sont  les fonctions moléculaire de ses composants.  
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Ce travail est effectué chez la levure S. cerevisiae, mais certaines protéines étudiées sont 







































































































Figure 58: Les protéines Npa1p et Npa2p sont associées aux pré-ARNr 35S et 27SA2 (Dez et al., 
2004 ; Rosado et al., 2007).  
Des expériences d’immunoprécipitations ont été réalisées avec des billes IgG-sépharose et des 
extraits de levure exprimant Npa1p-ZZ, Npa1p-TAP et Npa2p-TAP. Les pré-ARNr co-précipités ont 




Etude de la structure et de la fonction d’un complexe constitué de 5 protéines non 
ribosomiques Npa1p-Npa2p-Dbp6p-Nop8p-Rsa3p essentielles à la formation de la 
grande sous unité des ribosomes eucaryotes. 
 
 
Chez la levure S.cerevisiae, plus de 200 facteurs non-ribosomiques sont impliqués dans la 
biogenèse des ribosomes. La fonction de la plupart de ces facteurs est inconnue. Les travaux 
au cours de ma thèse ont eu pour but de caractériser fonctionnellement et structuralement un 
complexe constitué de cinq protéines non-ribosomiques Npa1p, Npa2p, Dbp6p, Nop8p et 
Rsa3p. Ces cinq protéines sont impliquées dans les étapes précoces de maturation de la grande 
sous unité ribosomique 60S. Je me suis attaché à répondre à un certain nombre de questions, 
que je vais développer dans cette partie de mon manuscrit, afin de déterminer le rôle 
biologique de ce complexe impliqué dans les étapes précoces de maturation de la grande sous 
unité ribosomique. 
 
I. Interactions des membres du complexe avec les pré-ARNr  
 
Nous avons dans un premier temps voulu déterminer si les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p, 
Dbp6p et Rsa3p forment effectivement un complexe. La mise en évidence des interactions 
entre les pré-ARNr et les cinq membres du complexe n’avait pas encore été effectuée. Or si 
les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p, Dbp6p et Rsa3p forment un complexe, elles doivent être 
retrouvées au sein des mêmes particules pré-ribosomiques. Les expériences 
d’immunoprécipitations effectuées précédemment dans l’équipe et en collaboration ont 
permis de déterminer avec quels types de pré-ARNr interagissaient les protéines Npa1p et 
Npa2p (Dez et al., 2004 ; Rosado et al., 2007).  C’est le pré-ARNr 27SA2 qui est le plus 
efficacement co-précipité avec  ces deux protéines (Figure 58). Le pré-ARNr 35S est aussi co-
précipité, alors que la co-immunoprécipitation des pré-ARNr 27SB et 7S ne semble pas être 
significative. Ces résultats démontrent que les protéines Npa1p et Npa2p sont associées avec 
les constituants des particules pré-ribosomiques 90S et pré-60S précoces.  
Afin de déterminer si les protéines Dbp6p, Nop8p et Rsa3p pouvaient être associées 
avec les mêmes particules pré-ribosomiques, nous avons construit des souches de levure 
exprimant une de ces trois protéines étiquetée avec une étiquette nommée FPZ (constituée 






Figure 59: Npa2p, Dbp6p, Nop8p et Rsa3p font partie des mêmes particules pré-ribosomiques.  
Des expériences d’immunoprécipitation avec des billes IgG-sépharose, ont été effectuées à partir 
d’extraits de souches de levure exprimant les protéines Npa2p-FPZ, Dbp6p-FPZ, Nop8p-FPZ et Rsa3p-
FPZ. La souche BY4742 (WT) a été utilisée comme contrôle. Les pré-ARNr contenus dans les fractions 
ont ensuite été analysés par Northern blot avec une sonde s’hybridant au niveau de l’ITS1 entre les 
sites A2 et A3, une sonde révélant le pré-ARNr 27SB, ainsi qu’une sonde spécifique de l’ARNr 20S 








Nous avons ensuite réalisé des expériences d’immunoprécipitations avec des souches de 
levure exprimant Npa2p-FPZ, Dbp6p-FPZ, Nop8p-FPZ et Rsa3p-FPZ, suivies d’une analyse 
des pré-ARNr par Northern blot (Figure 59). Les résultats indiquent que Npa2p-FPZ, Dbp6p-
FPZ, Nop8p-FPZ et Rsa3p-FPZ sont associées au pré-ARNr 27SA2, confirmant qu’elles font 
partie des particules ribosomiques pré-60S précoces. Les pré-ARNr 35S et 32S constitutifs de 
particules 90S successives sont aussi co-précipités, mais avec une efficacité moins importante 
que dans le cas du pré-ARNr 27SA2. De plus, l’efficacité de co-précipitation du pré-ARNr 
27SB est faible dans tous les cas. Les cinq membres du complexe présentent donc le même 
profil d’association avec les pré-ARNr, confortant l’hypothèse qu’ils interviennent aux 
mêmes étapes de la biogenèse de la grande sous unité ribosomique. Nous avons donc mis en 
évidence que Nop8p, Dbp6p et Rsa3p sont associées aux pré-ARNr 35S, 32S et 27SA2 et font 
donc partie des mêmes particules pré-ribosomiques que Npa1p et Npa2p. 
 
 
II. Purification du complexe 
 
1. Composition du complexe 
 
Afin de déterminer la composition du complexe, nous avons effectué des expériences de 
purification en utilisant chaque membre du complexe comme appât. Il a d’abord fallu 
déterminer les conditions optimales de purification permettant d’éliminer les particules pré-
ribosomiques. Pour préparer l’extrait de cellules de levure, nous avons utilisé un tampon 
contenant 100 mM MgCl2, dans le but de dissocier le complexe des particules pré-
ribosomiques ; ce choix de tampon est basé sur les résultats de (Schafer, T et al., 2006) qui ont 
montré que cette concentration de MgCl2 permet de dissocier le complexe Ltv1p/Enp1p/Rps3 
des particules pré-40S. Cet extrait subit ensuite une double étape d’ultracentrifugation afin 
d’éliminer les complexes protéiques de haut poids moléculaire, dont les particules pré-
ribosomiques. Le surnageant est ensuite soumis à une purification d’affinité en tandem. La 
première colonne contient des billes IgG sépharose qui interagissent avec la partie protéine A 
de l’étiquette fusionnée à la protéine appât, elle-même associée à ses partenaires. L’étiquette 
est ensuite clivée grâce à l’enzyme PPX. L’échantillon élué de la colonne d’IgG sépharose est 
















Figure 60: Purification du complexe.  
Chaque protéine du complexe a été utilisée comme appât afin de procéder à une purification du 
complexe. Des extraits totaux de levures exprimant chacune des protéines appâts ont été 
resuspendu dans un tampon contenant 100 mM de MgCl2 afin de fragiliser l’association des 
protéines avec les pré-ribosomes. Cet extrait subit ensuite une double étape 
d’ultracentrifugation, puis une purification d’affinité en tandem est réalisée. Les élutions 
contenant les protéines sont ensuite analysées sur gel coloré d’abord par de l’instant blue, puis du 







































Figure 61 : Purification du complexe avec l’appât Dbp6p-FPZ à 10 et 100 mM MgCl2.  
La concentration de 100 mM MgCl2 pouvant fragiliser l’association de Dbp6p avec les autres 
protéines du complexe, des extraits totaux de levures exprimant Dbp6p-FPZ ont été resuspendus 
dans un tampon contenant 10 mM ou 100 mM de MgCl2. La purification a été réalisée comme 
décrit plus haut. Les élutions contenant les protéines sont ensuite analysées sur gel coloré par du 
nitrate d’argent (A). Les fractions de la purification effectuée à 10 mM MgCl2 ont ensuite été 
analysées par Western (B). TE : extrait total. El : fraction éluée de la colonne anti-Flag.  
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l’étiquette Flag de la protéine appât. Celle-ci est éluée avec ses partenaires par ajout d’un 
excès de peptides Flag compétiteurs. Les protéines présentes dans l’échantillon purifié sont 
séparées par électrophorèse sur gel SDS-polyacrylamide et analysées soit par Western avec 
des anticorps spécifiques soit par coloration au bleu de Coomassie puis au nitrate d’argent. 
Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 60.  
Dans le cas où Npa1p est l’appât, les protéines co-purifiées avec Npa1p sont Npa2p, Nop8p et 
Rsa3p. Dans un premier temps, nous pensions que la bande située entre les marqueurs de 
taille de 70 et 100 kDa correspondait à Dbp6p. Mais une analyse par spectrométrie de masse a 
révélé que c’était un fragment de dégradation de Npa1p. Les autres bandes pourraient aussi 
correspondre à des fragments de dégradation. L’analyse par Western indique que Dbp6p n’est 
pas co-purifiée avec Npa1p, ni avec aucune autre protéine appât lorsque l’on utilise un 
tampon contenant 100 mM MgCl2. Lorsque l’appât utilisé est Npa2p, les protéines Npa1p, 
Nop8p et Rsa3p sont co-purifiées. Dans le cas de la purification effectuée avec l’appât Nop8p, 
les protéines Npa1p, Npa2p et Rsa3p sont co-purifiées. Enfin l’élution de la purification 
réalisée avec l’appât Rsa3p-FPZ contient les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p et Rsa3p. 
La purification effectuée à 100 mM MgCl2 à partir d’extraits exprimant Dbp6p-FPZ conduit 
avant tout à l’enrichissement de Dbp6p-Flag. L’analyse par Western indique qu’une très 
faible quantité de Rsa3p est co-purifiée. Il semble que l’association de Dbp6p avec le 
complexe soit labile. La bande située en dessous de celle de Dbp6p-Flag a été analysée par 
spectrométrie de masse et correspond à des fragments de dégradation de Dbp6p. La même 
expérience de purification a été réalisée à plus faible concentration de MgCl2, à savoir 10 mM 
(Figure 61). L’analyse par coloration au bleu de Coomassie et au nitrate d’argent montre que 
les protéines Npa1p et Npa2p sont dans ces conditions expérimentales co-purifiées avec 
Dbp6p, démontrant que cette dernière est bien associée avec des membres du complexe. 
L’analyse par Western des fractions purifiées indique que les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p 
et Rsa3p sont co-purifiées avec Dbp6p-Flag. Ces résultats indiquent que Dbp6p interagit avec 
les autres membres du complexe, mais que cette interaction est sensible à la concentration 
saline. 
En conclusion, ces purifications indiquent que  les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p et Rsa3p 
forment un complexe cœur. L’hélicase Dbp6p peut s’associer à Npa1p, Npa2p, Nop8p et 






















Figure 62: Les protéines Npa1p, Npa2p, Dbp6p et Nop8p interagissent avec Rsa3p en l’absence 
de pré-ribosomes. 
(A) ARN et protéines ont été extraits de cellules de la souche rrn3 ts, RSA3-FPZ  cultivée à 
24°C ou récoltées toutes les 3 heures après transfert de la souche à 37°C. Les ARN ont été 
analysés par Northern (gauche) et les protéines par Western (droite). 
(B) Analyse Western des protéines co-purifiées avec Rsa3p-FPZ après purification d’affinité 
en tandem à partir d’extraits de la souche rrn3 ts, RSA3-FPZ cultivée à 24°C ou transférée 
3 heures à 37°C. Les protéines sont détectées à l’aide d’anticorps spécifiques.  
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2. Les protéines Npa1p, Npa2p, Dbp6p, Nop8p et Rsa3p sont co-purifiées en 
absence de pré-ribosomes 
 
Nous avons ensuite voulu déterminer si Npa1p, Npa2p, Dbp6p, Nop8p et Rsa3p formaient un 
complexe in vivo indépendamment des pré-ribosomes. Pour cela, nous avons utilisé une 
souche de levure dont la transcription par l’ADN polymérase I peut être inactivée à 37°C, ce 
qui a pour effet d’inhiber la production des pré-ribosomes. Cette stratégie a déjà été utilisée 
dans le but d’identifier des modules constitués de facteurs non-ribosomiques (Merl et 
al.,2010). La souche de levure utilisée exprime à la fois un mutant thermosensible d’un 
facteur requis pour le recrutement de l’ADN polymérase I, à savoir la protéine Rrn3p, ainsi 
que la protéine Rsa3p étiquetée FPZ. Cette souche de levure a été mise en culture à 
température permissive (24°C) puis placée à 37°C, température à laquelle Rrn3p n’est plus 
exprimée. Une analyse cinétique a dans un premier temps été effectuée afin de déterminer le 
temps de culture nécessaire à température non-permissive pour qu’il n’y ait plus de 
production de pré-ribosomes (Figure 62.A). Les ARN extraits de cellules incubées pendant 
des durées croissantes à 37°C ont été analysés par Northern avec des sondes radioactives 
spécifiques s’hybridant avec des ARNr constitutifs des pré-ribosomes (pré-ARNr 35S et 
27SA2), des ribosomes matures (ARNr 25S et 18S) ou avec le snoARN U3. Les résultats du 
Northern indiquent qu’au bout de 3 heures d’incubation à 37°C, les pré-ARNr 35S et 27SA2 
ne sont plus détectés. Il n’y a cependant pas de variation des niveaux d’accumulation des 
ARNr 25S et 18S matures, ni du snoARN U3, jusqu’à 12h d’incubation à 37°C. L’analyse par 
Western montre qu’il n’y a pas de variation dans les niveaux d’accumulation des protéines 
Rsa3p et Nhp2p, cette dernière étant utilisée comme contrôle interne, excepté une légère 
baisse après 12h d’incubation (Figure 62.A). 
Nous avons donc entrepris une expérience de purification du complexe à partir d’extraits 
de la souche rrn3-ts/Rsa3p-FPZ mise en culture à température permissive de 24°C, et après 3 
heures d’incubation à 37°C. La protéine Rsa3p-FPZ a été soumise à une purification d’affinité 
en tandem dans des conditions maintenant l’association de Dbp6p avec les autres membres du 
complexe. En effet, les tampons contiennent 10 mM de MgCl2. A température permissive, il y 
a co-purification des protéines Npa1p, Npa2p, Dbp6p et Nop8p avec Rsa3p-FPZ (Figure 
62.B). Lorsque la transcription par l’ADN polymérase I est inhibée, et donc en absence de 
pré-ribosomes, il y a également co-purification de Npa1p, Npa2p, Dbp6p et Nop8p avec 
















Figure 63: Observation au microscope électronique à transmission en coloration négative des 
complexes purifiés à partir d’une souche de levure exprimant la protéine appât Rsa3p-FPZ 
 
(A) Observation des complexes purifiés à partir d’extraits de levure exprimant Rsa3p-FPZ. 
 




peuvent former un complexe en absence de transcription pol I de l’ADNr, et donc que le 
complexe existe indépendamment des pré-ribosomes. 
 
3. Observation du complexe par microscopie électronique à transmission 
 
Afin d’obtenir des données structurales sur le complexe, nous avons commencé une étude par 
microscopie électronique. Les fractions purifiées ont été observées par microscopie 
électronique à transmission en coloration négative. Cette technique consiste à enrober 
l’échantillon d’une solution de sels d’atomes lourds, ici de l’acétate d’uranyle 1%, qui permet 
de préserver la structure de cet échantillon tout en augmentant fortement son contraste. Les 
complexes observés sur les images présentées dans ce manuscrit, sont issus d’une purification 
effectuée à partir d’extraits de levure exprimant la protéine Rsa3p-FPZ utilisée comme appât 
(Figure 63.A). Sur les images apparaissent majoritairement des complexes de 2 tailles 
différentes. Plusieurs images de ces complexes ont été sélectionnées, puis une classification a 
été effectuée (Figure 63.B). Un filtre a été appliqué aux images afin d’obtenir un meilleur 
contraste des complexes. Les complexes les plus gros ont un diamètre de 20 nm alors que les 
plus petits ont un diamètre de 10 nm.  Au sein de chaque classe, les complexes présentent une 
forme homogène. Il est pour l’instant difficile de déterminer la composition de ces 2 types de 
complexes. Néanmoins, l’analyse  de la stoechiométrie des protéines co-purifiées suggère 
qu’il pourrait y avoir une interaction préférentielle entre Rsa3p-Flag et Npa1p. Il est tentant de 
proposer que les complexes de 20 nm de diamètre pourraient être constitués des protéines 
Npa1p, Npa2p, Nop8p et Rsa3p, alors que les complexes de 10 nm de diamètre pourraient 
être constitués des protéines Npa1p, Npa2p et Rsa3p-Flag. Il serait maintenant intéressant de 
purifier ces complexes par chromatographie d’exclusion afin de s’affranchir de cette 


































Figure 64 : Les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p et Rsa3p sont présentes dans les mêmes 
fractions après une purification par chromatographie d’exclusion. 
Des extraits de levure exprimant la protéine Rsa3p-FPZ ont été ultracentrifugés, soumis à une 
purification d’affinité en tandem, puis l’échantillon obtenu a été injecté dans une colonne de 
chromatographie d’exclusion. Les protéines collectées de la colonne de chromatographie 




4. Les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p et Rsa3p co-purifiées par affinité en tandem 
sont présentes dans les mêmes fractions après chromatographie d’exclusion 
 
Nous avons décidé de séparer les deux types de complexes observés par chromatographie 
d’exclusion. Le but était de faciliter l’obtention de leur structure par cryo-microscopie 
électronique à plus long terme. Nous voulions aussi étudier le profil de séparation des 
différents membres du complexe sur une colonne de gel filtration. Nous avons donc mis au 
point un protocole combinant une étape d’ultracentrifugation, une étape de purification 
d’affinité en tandem et enfin une étape de chromatographie d’exclusion. Le protocole utilisé 
pour les 2 premières étapes est le même que précédemment à l’exception de l’ajout dans le 
tampon d’élution de la colonne anti-Flag de 3% BSA et de 10 mM MgCl2. Ces modifications 
nous ont permis de réduire l’agrégation des protéines lors de l’étape de concentration sur 
colonne vivaspin avant l’injection dans une colonne superdex 200 10/300 GL de 
chromatographie d’exclusion. Les protéines présentes dans les fractions collectées de la 
colonne superdex ont été précipitées puis les profils d’élution des 5 protéines d’intérêt ont été 
analysés par Western. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 64. Les fractions 1 à 3 
correspondent aux fractions exclues. Les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p et Rsa3p sont co-
éluées dans les fractions 6 et 7 qui correspondent à des complexes de poids moléculaire 
supérieur à 670 kDa. Cette masse ne correspond pas à celle attendue dans le cas où chaque 
membre serait présent en une seule copie, et qui serait d’environ 400 kDa. Plusieurs 
hypothèses peuvent expliquer ces résultats. La première hypothèse est que certains membres 
du complexe sont présents en plusieurs copies. La deuxième est que des petits fragments 
d’ARN sont toujours associés à un ou plusieurs membres du complexe. Cette dernière 
hypothèse est en accord avec les résultats obtenus par l’équipe de De la Cruz en collaboration 
avec notre équipe (12). Dans cette étude, des extraits de levure exprimant Npa2p-TAP ont été 
ultracentrifugés puis soumis à une chromatographie d’exclusion. Sans traitement par la 
RNAse A, les protéines Npa1p, Npa2p, Dbp6p, Nop8p et Rsa3p sont co-purifiées ensemble 
dans des fractions contenant des complexes de poids moléculaire supérieur à 670 kDa. Dans 
le cas d’un traitement avec la RNAse A, les protéines sont co-éluées dans des fractions 
contenant des complexes de poids moléculaire plus bas. Dans le cas de notre expérience, le 
profil d’élution de chaque protéine n’est pas le même. En raison de l’utilisation de 100 mM 
MgCl2 en début de purification, il est normal de ne pas détecter la présence de Dbp6p. Les 
protéines Npa1p, Npa2p et Rsa3p sont sensiblement localisées dans les mêmes fractions à la 
différence que Npa1p est majoritairement  localisée dans les fractions 6, 7  et 8, alors que 
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Npa2p et Rsa3p sont majoritairement localisées dans les fractions 8 et 9. La protéine Nop8p 
est majoritairement retrouvée dans les fractions 5, 6 et 7. Ces différences peuvent s’expliquer 
par la présence de plusieurs types de complexes, pour lesquels la stœchiométrie des protéines 
reste à définir. Ces résultats laissent supposer qu’il existe un complexe constitué de Npa1p, 
Npa2p, Nop8p et Rsa3p et un complexe constitué de Npa1p, Npa2p et Rsa3p. Afin d’éliminer 
les éventuels ARN associés, nous avons effectué une expérience avec un traitement à la 
RNAse mais lors de laquelle les protéines ont été dégradées. Cette expérience doit être 
reconduite et les fractions doivent par la suite être observées par microscopie électronique. 
 
 
III. Effets de l’absence d’un membre du complexe 
 
1. Effets de l’absence d’un membre du complexe sur la stabilité des autres membres 
 
Etant donné que Npa1p, Npa2p, Dbp6p, Nop8p et Rsa3p peuvent effectivement former un 
complexe, nous avons émis l’hypothèse que l’absence d’une de ces protéines pouvait affecter 
la stabilité des autres membres. Pour tester cette hypothèse, nous avons construit des souches 
de levure exprimant de manière conditionnelle une des protéines du complexe. Le cadre 
ouvert de lecture (ORF) codant une protéine donnée est placé sous le contrôle du promoteur 
GAL et fusionné à la séquence codant l’étiquette HA, alors que le cadre ouvert de lecture 
codant un autre membre du complexe est fusionné à la séquence FPZ. Lorsque ces souches de 
levure sont mises en culture avec du galactose comme source de carbone, la protéine dont 
l’ORF est placé sous le contrôle du promoteur GAL est produite normalement, alors que si la 
source carbonée est du glucose, il y a perte d’expression de cette même protéine. Toutes les 
combinaisons ont été réalisées à l’exception de la souche GAL-HA::DBP6/NPA1-FPZ, que 
nous ne sommes jamais arrivé à construire. L’incidence de l’absence de la protéine Rsa3p n’a 
pas été testée. En effet, cette protéine n’étant pas essentielle, nous en avons conclu que 
l’accumulation des autres membres du complexe, protéines essentielles, ne pouvait pas être 
fortement tributaire de la présence de Rsa3p.  
Les souches de levure décrites ci-dessus ont été cultivées en présence de glucose pendant 24 
heures. Des échantillons de culture ont été prélevés toutes les deux heures dont les protéines 
ont été extraites et analysées par des expériences de Western. La souche exprimant seulement 
la protéine étiquetée avec la séquence FPZ, cultivée dans la même source de carbone, a été 
utilisée comme témoin. Le Western anti-HA permet de suivre la perte d’expression de la 
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protéine dont l’ORF est sous la dépendance du promoteur GAL, le Western avec le complexe 
PAP permet de détecter la protéine étiquetée avec la séquence FPZ. Des expériences de 
Western ont été effectuées avec des anticorps anti-Nhp2p, qui est une protéine nucléolaire 
impliquée dans la maturation de l’ARNr 18S, et qui a servi de contrôle interne. Les résultats 
obtenus sont identiques pour chaque souche. La baisse d’expression de Npa1p, Npa2p, Nop8p 
et Dbp6p, effective à partir de 4 à 6 heures de croissance en milieu contenant du glucose, 
n’affecte pas l’accumulation de la protéine étiquetée avec la séquence FPZ (Figures 65, 66, 67 
et 68). En effet le signal détecté est constant, tout comme le signal détecté pour le contrôle 
interne Nhp2p. La conclusion de ces expériences est que l’inhibition de production de Npa1p, 







Figure 65: Effet de la perte d’expression de la protéine Npa1p sur la stabilité des autres 
membres du complexe. 
Les souches indiquées ont été cultivées pendant 24 heures dans un milieu contenant du glucose 
pour inhiber l’expression de la protéine dont l’ORF est sous la dépendance du promoteur GAL. 
Des échantillons de culture ont été prélevés toutes les deux heures, dont les protéines totales ont 
été extraites, séparées par SDS-PAGE, transférées sur membrane de cellulose et analysées par 
Western avec des anticorps anti-HA afin de détecter la protéine Npa1p-HA, avec le complexe PAP 
afin de détecter la protéine étiquetée FPZ et avec des anticorps anti-Nhp2p, pour détecter la 







Figure 66: Effet de la perte d’expression de la protéine Npa2p sur la stabilité des autres 






Figure 67: Effet de la perte d’expression de la protéine Dbp6p sur la stabilité des autres 









Figure 68: Effet de la perte d’expression de la protéine Nop8p sur la stabilité des autres 





2. Effets de l’absence d’un membre du complexe sur l’association des autres 
partenaires du complexe entre eux 
 
Pour déterminer si l’absence d’un membre du complexe a un impact sur l’association 
des partenaires restants entre eux, des expériences de purification en tandem ont été réalisées 
à partir d’extraits dépourvu d’un des membres du complexe. La purification avec Rsa3p-FPZ 
comme appât en condition de forte concentration en MgCl2 a permis de co-purifier 
efficacement Npa1p, Npa2p et Nop8p. Ce sont donc les souches exprimant 
conditionnellement un membre du complexe et la protéine Rsa3p-FPZ qui ont été utilisées. 
Les résultats sont présentés Figure 69. Chaque purification a été réalisée dans les mêmes 
conditions et à partir de la même quantité de cellules.  L’absence de Npa2p, Nop8p et Dbp6p 
n’affecte pas l’association des membres restants du complexe avec Rsa3p-FPZ. En revanche 
lorsque la production de Npa1p est inhibée, aucune protéine n’est détectée autre que la 
protéine appât Rsa3p-FPZ. Nous pouvons conclure que l’absence de Nop8p n’empêche pas 
les interactions entre Rsa3p et ses partenaires Npa1p et Npa2p, que l’absence de Npa2p 
n’empêche pas les interactions entre Rsa3p et ses partenaires Npa1p et Nop8p et que 
l’absence de Dbp6p n’empêche pas les interactions entre Rsa3p et ses partenaires Npa1p, 
Npa2p et Nop8p. En revanche, l’absence de Npa1p empêche les interactions entre Rsa3p et 
ses partenaires Npa2p et Nop8p. Les mêmes expériences de purification à partir d’extraits 
dépourvus de Npa1p mais exprimant les appâts Npa2p-FPZ ou Nop8p-FPZ, ont été réalisées 
pour déterminer si l’absence de Npa1p empêche aussi les interactions entre Npa2p et Nop8p 
(Figure 70). L’analyse des gels indique que lorsque Npa1p est absente, seules les protéines 
appâts sont purifiées. Ces résultats démontrent qu’en l’absence de Npa1p, les protéines 
Npa2p, Nop8p et Rsa3p ne peuvent plus interagir entre elles. Npa1p semble être  la véritable 













































Figure 69: Effet de l’absence d’un membre du complexe sur l’association des autres membres 
avec Rsa3p-FPZ. 
Des purifications effectuées à partir d’extraits de levure exprimant Rsa3p-FPZ et dépourvus d’une 
protéine du complexe ont été réalisées. Le protocole utilisé est le même que celui décrit 
précédemment incluant deux ultracentrifugations suivies par une purification d’affinité en 
tandem en présence de 100 mM de MgCl2. Les protéines contenues dans les élutions ont été 
précipitées, séparées par SDS-PAGE puis colorées à l’instant blue.  
 
Figure 70 : Effet de l’absence de Npa1p sur l’association de Npa2p et Nop8p avec leurs 
partenaires restants du complexe.  
Des purifications ont été effectuées à partir d’extraits de levure dépourvus ou non de Npa1p et 
exprimant Npa2p-FPZ ou Nop8p-FPZ. Les protéines contenues dans les élutions ont été 
précipitées, séparées par SDS-PAGE puis colorées au nitrate d’argent.  
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3. Effets de l’absence d’un membre du complexe sur l’interaction des autres 
membres avec les pré-ARNr 
 
Nous avons ensuite cherché à savoir si l’absence d’un membre du complexe avait une 
influence sur l’association des autres membres avec les pré-ARNr. Des expériences 
d’immunoprécipitations ont été effectuées à partir d’extraits de levure exprimant de manière 
conditionnelle une protéine donnée du complexe, alors qu’une autre protéine du complexe est 
étiquetée avec la séquence FPZ. Les extraits de levure sont chargés sur une matrice de billes 
IgG sépharose. Les pré-ARNr contenus dans les extraits totaux et ceux co-précipités avec la 
protéine appât étiquetée FPZ sont ensuite analysés par des expériences de Northern blot. Les 
signaux correspondant aux pré-ARNr 35S et 27SA2 sont ensuite quantifiés. Ces expériences 
ont été effectuées plusieurs fois à partir d’extraits dépourvus de Npa1p, Dbp6p et Nop8p et 
contenant différentes protéines du complexe étiquetées avec la séquence FPZ. L’analyse des 
effets de l’absence de Npa2p doit encore être effectuée. Sur toutes les figures, les ARN ou les 
protéines issus des extraits totaux ou co-précipités sont chargés respectivement à gauche et à 
droite. Dans chaque cas, ont été déposés dans l’ordre : les échantillons issus de la souche 
sauvage BY4742, de la souche exprimant la protéine étiquetée FPZ, de la souche exprimant 
cette protéine étiquetée FPZ et contenant l’ORF codant une autre protéine du complexe sous 
le contrôle du promoteur GAL, cultivée en présence de galactose ou de glucose. Le but de ces 
expériences est de comparer les efficacités de co-précipitation des pré-ARNr 35S et 27SA2 

























Figure 71: La protéine Npa1p est essentielle pour l’intégration des protéines Npa2p, Dbp6p et 
Rsa3p, mais pas de Nop8p, au sein des particules pré-ribosomiques 90S. 
Rsa3p-FPZ, Npa2p-FPZ, Dbp6p-FPZ et Nop8p-FPZ ont été immunoprécipitées à partir d’extraits de 
levure (Input) exprimant ou non la protéine Npa1p. Les pré-ARNr co-précipités (IPs) ont été 
analysés par Northern.  
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3.1  Effet de l’absence de la protéine Npa1p sur l’association des autres membres du 
complexe avec les pré-ARNr 
  
Les protéines Dbp6p-FPZ, Npa2p-FPZ, Rsa3p-FPZ et Nop8p-FPZ ont été immunoprécipitées 
à partir d’extraits de levure dépourvus ou non de la protéine Npa1p. L’analyse par Northern 
révèle que les pré-ARNr 35S, 32S et 27SA2 ne sont plus co-précipités avec les appâts Dbp6p-
FPZ, Npa2p-FPZ et Rsa3p-FPZ en l’absence de Npa1p (Figure 71). En revanche, en l’absence 
de Npa1p, on observe toujours une co-précipitation des pré-ARNr 35S, 32S et 27SA2 avec 
Nop8p. La présence de Npa1p semble donc nécessaire pour permettre l’intégration des 
protéines Npa2p, Dbp6p et Rsa3p dans les particules pré-ribosomiques 90S, mais pas de 
Nop8p. L’association avec les pré-ribosomes des protéines Dbp6p, Nop8p et Rsa3p en 
présence et en absence de Npa1p a également été analysée par une expérience de 
sédimentation sur gradient de saccharose (Figure 72). Dans la souche contrôle exprimant 
Npa1p, Rsa3p est présente dans la majorité des fractions du gradient, mais avec un pic dans 
les fractions légères et un pic plus faible dans les fractions contenant les sous unités 60S et les 
particules pré-60S. L’absence de Npa1p induit une augmentation de Rsa3p dans les fractions 
légères, et sa quasi disparition des fractions lourdes et 60S. Ce résultat est en accord avec les 
données d’immunoprécipitation qui montrent une perte d’interaction de Rsa3p avec les pré-
ARNr 35S et 27SA2 en absence de Npa1p. La répartition sur gradient de Nop8p en présence 
ou en absence de Npa1p est quasiment identique, avec une présence dans les fractions légères, 
les fractions 60S et certaines fractions plus lourdes. Ces données sont également en accord 
avec les données d’immunoprécipitations qui montrent que Nop8p peut interagir avec les pré-
ARNr 35S et 27SA2 en absence de Npa1p. En revanche, alors que les résultats 
d’immunoprécipitation précédents avaient montré une perte d’interaction de Dbp6p avec les 
pré-ARNr 35S et 27SA2, la répartition sur gradient de Dbp6p n’est quasiment pas affectée par 
l’absence de Npa1p. Ces résultats différents et à première vue contradictoires pourraient 
s’expliquer par l’utilisation de tampons différents (contenant 5 mM MgAc, 200 mM KCl dans 
le cas des immunoprécipitations et 50 mM NaCl, pas de Mg2+ ajouté dans le cas des 
sédimentations sur gradients), le tampon utilisé pour les immunoprécipitations pouvant peut 
être favoriser la dissociation de Dbp6p. Ainsi, les résultats combinés de sédimentation sur 
gradient et d’immunoprécipitations suggèrent que Dbp6p peut être recrutée dans les particules 
pré-ribosomiques en absence de Npa1p, mais que l’association de Dbp6p avec ces particules 























Figure 72: Profils de sédimentation de Dbp6p, Nop8p et Rsa3p sur gradient de saccharose en 
présence et en absence de Npa1p 
Des extraits cellulaires des souches exprimant ou non le gène codant Npa1p cultivées dans du 
milieu YP supplémenté par du glucose 2%, ont été fractionnés sur gradient de saccharose 10-50 




protéine Npa1p est essentielle pour l’intégration stable des protéines Npa2p, Rsa3p et Dbp6p, 
mais pas de Nop8p, au sein des particules pré-ribosomiques 90S. 
 
3.2  Effet de l’absence de la protéine Nop8p sur l’association des autres membres du 
complexe avec les pré-ARNr 
 
Nous avons également étudié l’effet de l’absence de Nop8p sur l’association des autres 
membres du complexe avec les pré-ARNr. Nous avons émis l’hypothèse que Nop8p pouvait 
être impliquée dans l’association du complexe avec les particules pré-ribosomiques via son 
domaine potentiel de liaison à l’ARN. La perte d’expression de Nop8p pourrait donc entraîner 
une baisse d’association significative des autres protéines avec les pré-ARNr. Les expériences 
d’immunoprécipitations ont été effectuées dans les mêmes conditions que dans le cas où la 
production de Npa1p était inhibée. Nous avons testé deux protéines appâts : Npa2p-FPZ 
(Figure 73), et Rsa3p-FPZ (Figure 74). Les expériences avec Npa1p-FPZ doivent également 
être réalisées. L’analyse Northern des pré-ARNr présents dans les extraits totaux montre que 
l’absence de Nop8p, comme celle de Npa1p (Figure 75), entraîne une accumulation du pré-
ARNr 35S et une diminution du pré-ARNr 27SA2. La quantification relative des pré-ARNr 
présents dans les échantillons d’extraits totaux et immunoprécipités permet d’estimer  les 
efficacités de co-précipitation des pré-ARNr 35S et 27SA2. Celles-ci sont 5 à 10 fois moins 
importantes quand Nop8p est absente par rapport aux conditions sauvages. L’absence de la 
protéine Nop8p réduit donc fortement l’efficacité de co-précipitation des pré-ARNr 35S et 
27SA2 avec les protéines Rsa3p et Npa2p. Ces données renforcent notre hypothèse selon 
laquelle Nop8p favorise la fixation et/ou la rétention du complexe au sein des particules pré-
ribosomiques 90S initiales. 
 
3.3  Effet de l’absence de la protéine Dbp6p sur l’association des autres membres du 
complexe avec les pré-ARNr 
 
L’effet de l’absence de Dbp6p sur l’association de Rsa3p-FPZ avec les pré-ARNr a également 
été étudié. Cette expérience a été réalisée trois fois. La quantification des signaux des pré-
ARNr co-précipités obtenus par Northern blot, indique qu’il y a une réduction d’efficacité de 
co-précipitation du pré-ARNr 35S d’un facteur 4 en comparant les résultats obtenus pour la 
souche GAL::HA-dbp6 cultivée en présence de galactose ou de glucose (Figure 75). Cette 
réduction n’est que d’un facteur 2 en comparant avec la souche exprimant Rsa3p-FPZ. En ce 
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Figure 73: Effet de l’absence de Nop8p sur l’interaction de Npa2p avec les pré-ARNr. 
Des expériences d’immunoprécipitation ont été effectuées avec des extraits d’une souche de levure 
contrôle sauvage BY4742, d’une souche exprimant la protéine Npa2p-FPZ, et une souche exprimant 
Npa2p-FPZ et de manière conditionnelle Nop8p-HA, produite en présence de galactose (Non-
depleted) et absente en présence de glucose (depleted). Les pré-ARNr associés à Npa2p-FPZ ont été 
analysés par Northern blot (partie haute), puis les signaux correspondant aux pré-ARNr 35S et 27SA2 
ont été quantifiés pour déterminer les efficacités de co-précipitation (partie médiane). L’efficacité de 









Figure 74: Effet de l’absence de Nop8p sur l’interaction de Rsa3p avec les pré-ARNr. 
Des expériences d’immunoprécipitation ont été effectuées avec des extraits d’une souche de 
levure contrôle sauvage BY4742, d’une souche exprimant la protéine Rsa3p-FPZ, et une souche 
exprimant Rsa3p-FPZ et de manière conditionnelle Nop8p-HA, produite en présence de galactose 
(Non-depleted) et absente en présence de glucose (depleted). Les pré-ARNr associés à Rsa3p-FPZ 
ont été analysés par Northern blot (partie haute), puis les signaux correspondant aux pré-ARNr 
35S et 27SA2 ont été quantifiés pour déterminer les efficacités de co-précipitation (partie 
médiane). L’efficacité de précipitation de Rsa3p-FPZ et l’épuisement de Nop8p-HA ont été vérifiés 











Figure 75: Effet de l’absence de Dbp6p sur l’interaction de Rsa3p avec les pré-ARNr. 
Des expériences d’immunoprécipitation ont été effectuées avec des extraits d’une souche de 
levure contrôle sauvage BY4742, d’une souche exprimant la protéine Rsa3p-FPZ, et une souche 
exprimant Rsa3p-FPZ et de manière conditionnelle Dbp6p-HA, produite en présence de galactose 
(Non-depleted) et absente en présence de glucose (depleted). Les pré-ARNr associés à Rsa3p-FPZ 
ont été analysés par Northern blot (partie haute), puis les signaux correspondant aux pré-ARNr 
35S et 27SA2 ont été quantifiés pour déterminer les efficacités de co-précipitation (partie 
médiane). L’efficacité de précipitation de Rsa3p-FPZ et l’épuisement de Dbp6p-HA ont été vérifiés 





qui concerne l’association avec le pré-ARNr 27SA2, on observe qu’il y a déjà une diminution 
d’efficacité de co-précipitation entre la souche GAL::HA-dbp6 cultivée en présence de 
galactose et la souche exprimant Rsa3p-FPZ. Lorsqu’on compare l’efficacité de co-
précipitation du 27SA2 obtenue avec la souche GAL::HA-dbp6 cultivée en présence de 
galactose et de glucose, on observe seulement une très légère diminution de co-précipitation 
du pré-ARNr 27SA2 quand Dbp6p est absente. Il semble donc que la perte d’expression de 
Dbp6p affecte l’efficacité de co-précipitation des pré-ARNr 35S et 27SA2 avec Rsa3p, mais 























4. Effets de l’absence de Npa1p sur l’association de Rpl3 et Dbp7p avec les 
particules pré-ribosomiques 90S et pré-60S précoces 
 
La plupart des protéines ribosomiques de la grande sous unité sont recrutées précocement 
dans les particules pré-ribosomiques 90S mais leur association est labile et devient de plus en 
plus stable au cours de la maturation des particules pré-60S (158). La façon dont les protéines 
ribosomiques sont recrutées dans les particules pré-ribosomiques et le mode de stabilisation 
de leurs interactions avec les pré-ARNr restent largement inconnus. Il est probable que le 
recrutement initial et le processus de stabilisation mettent en jeu des interactions non 
seulement avec des séquences spécifiques d’ARNr mais également avec des facteurs de 
maturation et/ou d’autres protéines ribosomiques.  
Comme il a été précédemment mentionné en introduction, les gènes codant les 5 membres 
du complexe, la protéine ribosomique Rpl3, ainsi que les facteurs non-ribosomiques Dbp7p et 
Dbp9p font partie  d’un même réseau d’interaction génétique (12). En plus d’être présent dans 
les mêmes particules ribosomiques, et sur l’existence éventuelle de liens fonctionnels 
spécifiques entre ces facteurs, nous avons émis l’hypothèse que le complexe pourrait être 
nécessaire au recrutement de Rpl3, Dbp7p et/ou Dbp9p dans les particules 90S. Nous avons 
donc évalué les conséquences de l’absence de Npa1p, et donc du complexe, sur l’intégration 
de Rpl3 et de Dbp7p dans les particules 90S et pré-60S précoces. L’étude sera par la suite 
étendue à Dbp9p. 
 
4.1 Rpl3 est recrutée dans les particules pré-ribosomiques 90S en absence de Npa1p 
 
Pour tester le rôle de Npa1p dans l’intégration de Rpl3, nous avons effectué des expériences 
d’immunoprécipitation de la protéine Rpl3 étiquetée HA (la fusion de l’étiquette FPZ à Rpl3 
étant très délétère) avec des billes anti-HA agarose à partir d’extraits de la souche 
GAL::npa1/RPL3-HA cultivée en présence de galactose (Npa1p produite) ou de glucose 
(production de Npa1p est inhibée), puis évalué l’efficacité de co-précipitation des pré-ARNr 
35S, 32S et 27SA2. Cette première expérience a été réalisée avec un tampon contenant 50 
mM KCl. A notre connaissance, l’interaction entre Rpl3 et le pré-ARNr 35S n’a jamais été 
évaluée par immunoprécipitation. Comme pour les expériences d’immunoprécipitations 
précédentes, les contrôles ont été effectués avec la souche mère BY4742 et la souche Rpl3-
HA (Figure 76). L’analyse par Western indique que Rpl3-HA est efficacement précipitée et 








Figure 76: L’absence de Npa1p n’empêche pas l’interaction de Rpl3 avec  les pré-ARNr 35S, 32S 
et 27SA2 à 50 mM KCl 
Des expériences d’immunoprécipitation ont été effectuées à 50 mM KCl avec des extraits d’une 
souche de levure contrôle sauvage BY4742, d’une souche exprimant la protéine Rpl3-HA, et une 
souche exprimant Rpl3-HA et de manière conditionnelle Npa1p, produite en présence de 
galactose (Non-depleted) et absente en présence de glucose (depleted). Les pré-ARNr associés à 
Rpl3-HA ont été analysés par Northern blot (partie haute), puis les signaux correspondant aux 
pré-ARNr 35S et 27SA2 ont été quantifiés pour déterminer les efficacités de co-précipitation 
(partie médiane). L’efficacité de précipitation de Rpl3-HA et l’épuisement de Npa1p ont été 




Npa1p est exprimée, les pré-ARNr 35S, 33S/32S et 27SA2 sont co-précipités avec Rpl3-HA, 
confirmant la présence de Rpl3-HA dans les particules 90S et pré-60S précoces. La 
quantification des signaux des conditions de culture en galactose (Non-depleted) montre que 
l’efficacité de co-précipitation du pré-ARNr 35S avec Rpl3-HA est très faible, alors que celle 
du pré-ARNr 27SA2, bien que faible aussi, est environ 7 fois supérieure. Cette observation est 
en accord avec l’hypothèse que l’association de Rpl3 avec les particules pré-ribosomiques 
90S est initialement très labile, puis se stabilise durant la maturation des particules pré-60S. 
En revanche, l’absence de Npa1p n’empêche pas l’interaction de Rpl3-HA avec les pré-ARNr 
35S et 33S/32S ni avec les pré-ARNr 27SA2 résiduels. Npa1p n’est donc pas essentielle pour 
le recrutement de Rpl3 dans les particules pré-ribosomiques 90S et son maintien dans les 
particules pré-60S précoces.  
 
4.2 L’absence de Npa1p ne déstabilise pas l’association de Rpl3 avec les particules 
pré-ribosomiques à plus forte concentrations en KCl 
 
Afin de tester si l’absence de Npa1p peut néanmoins déstabiliser l’association de Rpl3 avec 
les particules pré-ribosomiques, les mêmes expériences d’immunoprécipitations ont été 
réalisées avec des tampons contenant des concentrations en KCl plus importantes, à savoir 
200 mM  et 400 mM comme cela a pu être effectué dans le cas de la protéine Rps13 (212). 
L’analyse Western indique que Rpl3 est efficacement précipitée dans les 2 cas, mais que 
l’interaction avec Npa1p est très faible (Figure 77 et 78). Cela suggère que l’interaction entre 
Rpl3 et les pré-ribosomes 90S et pré-60S précoces est déstabilisée à 200 et 400 mM KCl. 
L’analyse par Northern blot confirme que les efficacités de co-précipitation du pré-ARNr 35S 
avec Rpl3 en présence de Npa1p sont réduites à 200 et 400 mM KCl. Cependant, l’absence de 
Npa1p n’empêche pas les interactions entre Rpl3 et les pré-ARNr 35S et 27SA2 dans ces 2 
conditions.  
Ces résultats montrent que l’absence de Npa1p n’empêche pas le recrutement de Rpl3 dans 
les particules 90S et son maintien dans les particules pré-60S précoces, et suggèrent que 
l’association de Rpl3 avec ces particules n’est pas déstabilisée par cette absence. 
 






Figure 77: L’absence de Npa1p n’empêche pas l’interaction de Rpl3 avec  les pré-ARNr 35S, 32S 
et 27SA2 à 200 mM KCl 
 








Figure 78: L’absence de Npa1p n’empêche pas l’interaction de Rpl3 avec  les pré-ARNr 35S, 32S 
et 27SA2 à 400 mM KCl 









Figure 79: Effet de l’absence de Npa1p sur l’interaction de Dbp7p avec  les pré-ARNr 35S, 32S et 
27SA2  
Des expériences d’immunoprécipitation ont été effectuées avec des extraits d’une souche de 
levure contrôle sauvage BY4742, d’une souche exprimant la protéine Dbp7p-HA, et une souche 
exprimant Dbp7p-HA et de manière conditionnelle Npa1p, produite en présence de galactose 
(Non-depleted) et absente en présence de glucose (depleted). Les pré-ARNr associés à Dbp7p-HA 
ont été analysés par Northern blot (partie haute), puis les signaux correspondant aux pré-ARNr 
35S et 27SA2 ont été quantifiés pour déterminer les efficacités de co-précipitation (partie 
médiane). L’efficacité de précipitation de Dbp7p-HA et l’épuisement de Npa1p ont été vérifiés par 




Ensuite nous avons voulu déterminer si l’association avec les particules 90S des facteurs 
d’assemblage et hélicases potentielles Dbp7p et Dbp9p, était tributaire ou non de la présence  
de Npa1p. Nous ne sommes pas parvenus à produire la souche GAL::npa1/DBP9-HA, et 
l’étude s’est donc limitée à la protéine Dbp7p. Dans un premier temps, la même approche par 
immunoprécipitation que celle utilisée pour l’étude de l’association avec Rpl3 a été choisie. 
Cependant les résultats par Western montrent que l’efficacité de précipitation de Dbp7p-HA  
est très mauvaise (Figure 79). Il est donc possible que le mode de fixation de Dbp7p-HA au 
sein des particules pré-ribosomiques rende l’étiquette HA difficilement accessible aux 
anticorps. L’analyse Northern révèle qu’une faible fraction des pré-ARNr 35S, 33S/32S et 
27SA2 sont co-précipités avec Dbp7p-HA en absence de Npa1p. Cependant, l’efficacité de 
co-précipitation des pré-ARNr est quasiment identique lorsque l’on compare les résultats 
obtenus pour la souche GAL::npa1/DBP7-HA en croissance dans un milieu contenant du 
galactose et du glucose.  
Afin de s’affranchir du problème de la faible efficacité de précipitation de la protéine 
appât qui rend l’interprétation des résultats difficile, nous avons décidé d’utiliser une autre 
approche pour étudier les interactions entre Dbp7p-HA et les particules pré-ribosomiques qui 
ne fait pas appel à une étape d’immunoprécipitation, à savoir la sédimentation sur gradient de 
saccharose. Des extraits cellulaires des souches DBP7-HA et GAL::npa1/DBP7-HA mises en 
croissance dans un milieu contenant du glucose, sont déposés sur des gradients préformés 
contenant 10 à 50% de saccharose. Suite à l’étape d’ultracentrifugation, les fractions du 
gradient ont été collectées tout en mesurant l’absorbance à 254 nm afin de détecter les sous 
unités ribosomiques. L’analyse de l’absorbance à 254 nm montre une diminution du pic 60S 
lorsque la production de Npa1p est inhibée, indiquant une baisse de production de la sous 
unité 60S. Les protéines ont été extraites des fractions du gradient puis analysées par Western 
(Figure 80). En présence ou en absence de Npa1p, Dbp7p-HA est localisée majoritairement 
dans les fractions contenant la sous unité 60S et dans une moindre mesure dans des fractions 
plus lourdes, contenant  les particules pré-ribosomiques 90S. Cela devra être confirmé par une 
analyse Northern de la répartition des pré-ARNr 35S et 27SA2. De plus en absence de Npa1p, 
Dbp7p-HA n’est pas non plus retrouvée dans les fractions en haut de gradient contenant les 
protéines libres. Tous ces résultats confirment que l’absence de Npa1p n’empêche pas 

























Figure 80: Profils de sédimentation de Dbp7p-HA sur gradient de saccharose en présence et en 
absence de Npa1p 
Des extraits cellulaires des souches exprimant DBP7-HA et GAL :: npa1/DBP7-HA cultivées dans du 
milieu YP supplémenté par du glucose 2%, ont été fractionnés sur gradient de saccharose 10-50 




































Figure 81: His-Dbp6p interagit avec GST-Npa1p et GST-Npa2p 
Des billes magnétiques couplées au glutathion ont été incubées avec des extraits d’E.coli 
exprimant des protéines étiquetées GST, lavées puis incubées avec la protéine recombinante 
purifiée His-Dbp6p. Les billes ont été précipitées à l’aide d’un portoir magnétique, lavées à 150 
mM, puis les protéines co-précipitées (El) ont été analysées par Western (haut). Les protéines 




IV. Caractérisation in vitro du complexe Npa1p-Npa2p-Dbp6p-Nop8p-Rsa3p 
 
1. Tests d’interaction protéine/protéine in vitro 
 
Nous avons débuté une étude des interactions protéine/protéine qui s’établissent entre les 
membres du complexe. Régine Capeyrou, ingénieure de recherche dans notre équipe, a 
optimisé la production chez E. coli et la purification de formes étiquetées His et/ou GST des 
protéines du complexe. Ces interactions sont ensuite analysées par des expériences de GST 
pull-down.  Les protéines appâts étiquetées GST sont chargées sur une matrice constituée de 
billes Glutathion avec lesquelles sont ensuite incubées les protéines cibles étiquetées His, à 
savoir His-Dbp6p (Figure 81) et His-Rsa3p (Figure 82). Les élutions sont ensuite analysées 
par Western.  
L’analyse par Western indique que des quantités plus importantes de Dbp6p ont été 
précipitées avec les protéines appâts GST-Npa1p ou GST-Npa2p en comparaison avec la GST 
ou les billes seules (Figure 81, pistes 2 et 3 en comparaison avec les pistes 6 et 7), montrant 
que Dbp6p interagit directement avec Npa1p et Npa2p in vitro. Il n’y a pas d’enrichissement 
de His-Dbp6p en comparaison avec les signaux des contrôles (GST ou billes seules) lorsque 
les protéines GST-Nop8p et GST-Rsa3p ont été utilisées comme appâts. Cela indique qu’avec 
ces conditions expérimentales, il n’y a pas d’interaction non-spécifique entre Dbp6p et Nop8p 
ou Rsa3p.  
Une expérience de GST pull-down a également été effectuée en utilisant la protéine 
recombinante Rsa3p-His comme appât (Figure 82) Celle-ci a été incubée en présence ou non 
de GST-Npa1p. L’analyse par Western indique que His-Rsa3p interagit avec GST-Npa1p. 
L’analyse par rouge ponceau montre que His-Rsa3p est précipitée de façon plus importante 
avec GST-Npa1p (piste 2), qu’avec la GST (piste 3) ou les billes seules (piste 4). Ces 
expériences montrent que Rsa3p interagit directement avec Npa1p. Cela est en accord avec le 
fait que Npa1p est fortement enrichi lors des purifications d’affinité en tandem effectuées 
avec l’appât Rsa3p-FPZ. 







































Figure 82: His-Rsa3p interagit avec GST-Npa1p 
Des billes magnétiques couplées au glutathion ont été incubées avec des extraits d’E.coli 
exprimant GST-Npa1p, lavées puis incubées avec la protéine recombinante purifiée His-Rsa3p. Les 
billes ont été précipitées à l’aide d’un portoir magnétique, lavées, puis les protéines co-
précipitées (El) ont été analysées par Western (haut). Les protéines étiquetées avec la GST ont été 
visualisées par rouge ponceau (bas). 
 
Figure 83: La protéine recombinante Dbp6p a la capacité de lier l’ATP in vitro 
A gauche est présenté le protocole effectué, et à droite est présenté le scan par phosphorimager 
du gel SDS-polyacrylamide contenant Dbp6p incubée préalablement avec les co-facteurs indiqués 
(la mention « ATP » et « ADP »indique l’ajout d’un excès de nucléotide froid).   
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2. Etude in vitro de l’activité enzymatique de Dbp6p 
 
La protéine Dbp6p possède sept des huit motifs caractéristiques des protéines à boîte DEAD. 
Aucune activité enzymatique n’a encore été mise en évidence pour cette protéine. Odile 
Humbert, chargée de recherche de l’équipe, a débuté une étude afin de déterminer si Dbp6p 
possède bien une activité enzymatique, et si celle-ci est modulée par des membres du 
complexe et/ou par la présence d’ARN. En effet, l’activité de la plupart des hélicases d’ARN 
est contrôlée par des co-facteurs se fixant directement à l’enzyme. Notre équipe a montré que 
les activités ATPase et hélicase de la protéine à boîte DEAH Prp43p, qui joue des rôles clefs 
lors de la synthèse des ribosomes eucaryotes, sont fortement stimulées par l’ARN et par ses 
partenaires directs Pfa1p et Gno1p/PINX1 (Chen et al., 2014 ; Lebaron et al.,2009).  
Nous avons testé la capacité de Dbp6p à lier l’ATP et de l’ARN in vitro. Ensuite des 
expériences ont été conduites dans le but de déterminer si Dbp6p possède une activité 
enzymatique, à savoir une activité ATPase et/ou hélicase.  
 
 
2.1 Dbp6p lie l’ATP in vitro 
 
 
Afin de déterminer si Dbp6p est capable de se lier à un substrat ATP in vitro, la protéine 
recombinante a été incubée avec de l’α32P-ATP. De plus, de l’ARN et de l’ATP froid ont été 
ajoutés ou non, lors de l’incubation qui a précédé un pontage aux UV. Dbp6p a ensuite été 
soumise à une électrophorèse sur gel SDS-PAGE, le gel a été séché puis scanné en utilisant le 
phosphorimager pour détecter Dbp6p liée à l’ATP radioactif. Les résultats de l’expérience 
sont présentés Figure 83. Un signal est détecté au niveau de la piste 1, correspondant à 
l’incubation entre seulement la protéine recombinante Dbp6p et le nucléotide radioactif α32P-
ATP. Le poids moléculaire de la bande, un peu inférieur à 100 kDa, est celui attendu pour la 
protéine recombinante Dbp6p. Celle-ci a donc la capacité de lier l’ATP in vitro. Les 3 autres 
pistes servent de contrôle. Au niveau de la piste 2, de l’ATP non-radioactif a été ajouté en 
excès afin que celui-ci entre en compétition avec l’ATP radioactif. Il y a bien compétition 























Figure 84: La protéine recombinante Dbp6p a la capacité de lier l’ARN in vitro 
Expérience de retard sur gel réalisée en présence d’un duplex ARN/ADN radioactif, avec des 
concentrations croissantes de la protéine recombinante Dbp6p, en présence ou non d’anticorps 
anti-Dbp6p. 
Figure 85: Dbp6p possède une activité ATPase in vitro stimulée par l’ARN 
Le graphique présente la production d’ADP (en µM) en fonction du temps dans 4 conditions 
différentes : Dbp6p sauvage (carré plein), Dbp6p sauvage en présence d’ARN (rond plein), Dbp6p 




Dans le cas de la piste 3, un substrat ARN a été ajouté en plus de l’ATP non-radioactif, et 
l’interprétation est la même que pour la piste 2. Enfin dans le cas de la piste 4, de l’ADP non-
radioactif et de l’ARN ont été ajoutés. Une faible bande est détectée, ce qui signifie que 
Dbp6p s’associe toujours avec l’ATP radioactif, mais qu’il existe une faible compétition entre 
l’ADP et l’α32P-ATP pour la liaison à Dbp6p. 
 
2.2 Dbp6p lie l’ARN in vitro 
 
Nous avons ensuite essayé de déterminer si Dbp6p pouvait lier un substrat ARN in vitro. Pour 
cela, un substrat constitué d’un duplex formé par un long brin d’ARN et un court brin d’ADN 
radioactif a été incubé avec Dbp6p, et une expérience de retard de migration sur gel a été 
effectuée (Figure 84). Lorsque le substrat radioactif est mis en présence de Dbp6p, il y a 
formation de complexes retardés (piste 2). En effet, Dbp6p se lie au duplex et la migration de 
ce dernier est ralentie. L’augmentation de la concentration en Dbp6p conduit à la formation de 
complexes dont la migration est de plus en plus retardée, suggérant une augmentation de leur 
poids moléculaire (pistes 3 et 4). Dans le but de déterminer si le retard observé est du à 
l’interaction avec Dbp6p, des anticorps anti-Dbp6p ont été ajoutés (piste 5 à 7). On observe 
alors des bandes supplémentaires de migration encore plus ralentie (surtout évident dans le 
cas de la piste 7). Cela suggère que les anticorps viennent se fixer sur Dbp6p qui est lui-même 
associé au substrat, et confirme donc que la protéine recombinante Dbp6p a la capacité de se 
lier à l’ARN in vitro. 
 
2.3 Dbp6p possède une activité ATPase in vitro stimulée par l’ARN 
 
Outre sa capacité à lier des substrats, nous avons essayé de déterminer si la protéine 
recombinante Dbp6p  possédait une activité enzymatique in vitro. Dans un premier temps, 
nous avons recherché une activité ATPase. Les tests d’activité ATPase consistent à analyser 
par chromatographie sur couche mince la cinétique de production d’ADP par Dbp6p à partir 
de α32P-ATP, en présence ou non d’ARN. Ces tests ont été effectués avec la protéine 
recombinante Dbp6p sauvage et avec un mutant de Dbp6p au niveau du site catalytique, dont 
l’acide glutamique 342 a été substitué par une alanine. La cinétique d’hydrolyse de l’ATP a 
été suivie pendant 60 minutes (Figure 85). On peut observer une faible production d’ADP au 
cours du temps dans le cas de Dbp6p sauvage seule. Cette hydrolyse d’ATP augmente 





































Figure 86: Test de l’activité hélicase de Dbp6p. 
Les tests hélicase ont été réalisés pendant 30 minutes, avec 2 types de substrats différents et en 




d’ADP avec le mutant de Dbp6p seul ou avec ajout d’un substrat d’ARN. Ces résultats 
indiquent que Dbp6p possède une activité ATPase in vitro modeste et que cette activité est 
stimulée par l’ARN. Nous allons maintenant chercher à déterminer si cette activité peut être 
stimulée par un ou plusieurs partenaires protéiques. 
 
2.4 Dbp6p seule ne semble pas avoir une activité hélicase in vitro  
 
Les tests d’activité hélicase utilisent un substrat double brin constitué d’un fragment d’ARN 
long, froid, apparié à un petit oligonucléotide radiomarqué. Après ajout des protéines étudiées 
en présence (ou pas), d’ATP ou d’analogues non hydrolysables d’ATP, on évalue le degré de 
dissociation de l’oligonucléotide en étudiant sa mobilité électrophorétique sur gel natif 
d’acrylamide après digestion des protéines. La plupart des hélicases d’ARN peuvent 
fonctionner in vitro avec des substrats non physiologiques car elles ne possèdent pas, par 
elles-mêmes, de spécificité de séquences, celle-ci étant souvent apportée in vivo, par des 
partenaires protéiques. Ainsi leurs activités biochimiques peuvent être étudiées in vitro même 
si leurs substrats ARN in vivo n’ont pas été identifiés. Le substrat d’acides nucléiques a été 
pré-incubé avec la protéine recombinante Dbp6p. Le mélange réactionnel a été complémenté 
avec 1 mM d’ATP, et incubé à 30°C pendant 30 minutes. L’analyse de la mobilité 
électrophorétique de l’oligonucléotide radiomarqué montre qu’il n’y a pas de dissociation au 
cours du temps des 2 substrats formés par un brin d’ARN et un brin d’ADN radioactif (Figure 
86). La protéine Dbp6p seule ne semble pas avoir d’activité hélicase in vitro dans les 
conditions expérimentales que nous avons testées. Il est possible que la présence d’un co-
facteur soit nécessaire. Il se peut aussi que le substrat utilisé ne soit pas le mieux adapté. Les 
prochaines expériences tenteront de déterminer si Dbp6p en association avec un ou plusieurs 












V. Purification des particules pré-ribosomiques pré-60S précoces 
 
Les protéines constitutives du complexe Npa1p-Npa2p-Dbp6p-Nop8p-Rsa3p sont toutes 
impliquées dans les étapes très précoces de la biogenèse de la grande sous unité 60S. Elles 
constituent donc des appâts idéaux pour purifier les particules pré-60S précoces. Les 
structures des sous unités ribosomiques dans les étapes très précoces de maturation n’ont pas 
encore été déterminées. Au cours de ma thèse, j’ai ainsi effectué des travaux préliminaires qui 
constituent une base pour que notre groupe puisse purifier les particules pré-60S précoces et 
étudier leur structure par microscopie électronique.  
Des extraits de levure exprimant Npa1p-FPZ, Npa2p-FPZ et Rsa3p-FPZ ont été utilisés pour 
effectuer des purifications d’affinité en tandem. Contrairement aux expériences de 
purification du complexe, il n’y a pas d’étapes d’ultracentrifugation, et il y a ajout 
d’inhibiteurs de RNAses afin d’éviter la dégradation des pré-ARNr. La coloration au nitrate 
d’argent des protéines purifiées (Figure 87) montre la présence majoritaire des protéines du 
complexe Npa1p, Npa2p, Nop8p et Rsa3p ainsi que la co-purification de nombreuses 
protéines constitutives des particules pré-60S précoces. La stœchiométrie des polypeptides 
suggère qu’ont été purifiés les particules pré-60S précoces et le complexe isolé. 
L’analyse par Northern-blot des ARN présents dans les échantillons en fin de purification 
effectuée à partir de la souche exprimant l’appât Npa1p-FPZ montre qu’il y a co-purification 
de pré-ARNr 27SA2 et donc de particules pré-60S précoces (Figure 88). 
Les échantillons purifiés ont été observés au microscope électronique à transmission après 
coloration négative (Figure 89). L’analyse des images montre qu’il y a en effet la présence de 
gros complexes d’environ 25-30 nm de diamètre qui pourraient correspondre à des particules 
pré-60S précoces, ou des particules 90S. Il y a également la présence de plus petites structures 
qui pourraient correspondre au complexe Npa1p. Il semble que la protéine Rsa3p-FPZ soit le 
meilleur appât. En effet, bien qu’il y ait un important bruit de fond et la présence d’agrégats, 
on observe la présence de plus nombreux complexes de grande taille (environ 25 nm) par 
rapport aux appâts Npa1p-FPZ et Npa2p-FPZ. Les conditions de purification doivent être 
améliorées afin d’éliminer la présence du complexe, et obtenir une population plus homogène 
de particules pré-60S précoces. Une étape de chromatographie d’exclusion pourrait 
éventuellement être ajoutée en fin de purification afin d’exclure les complexes de petites 
tailles. Ces expériences serviront donc de base à la purification des particules pré-60S 























Figure 87: Purification de particules pré-ribosomiques pré-60S précoces.  
Des purifications d’affinité en tandem ont été effectuées dans le but de purifier les particules pré-
ribosomiques pré-60S précoces. Les appâts utilisés sont Npa1p-FPZ, Npa2p-FPZ et Rsa3p-FPZ. La 
souche BY4742 sert de contrôle. 
 
Figure 88: Purification de particules pré-ribosomiques pré-60S précoces.  
Analyse par Northern-blot des pré-ARNr co-purifiés à partir d’extraits de la souche BY4742 et de la 
souche exprimant la protéine Npa1p-FPZ qui a servi d’appât. ET : Extrait Total ; Elppx : Elutions 
après clivage de la protéase PPX ; Elutions : échantillons collectés de la deuxième colonne 




























Figure 89: Observation au microscope électronique à transmission en coloration négative des 
complexes purifiés à partir de souches exprimant l’appât Npa1p-FPZ (A), Npa2p-FPZ  (B) et 
Rsa3p-FPZ (C).  
La barre noire représente l’échelle à 100 nm. Les cercles rouges indiquent les structures qui 
correspondraient aux particules pré-60S précoces. Les cercles verts indiquent des structures de 
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We demonstrate that five non ribosomal proteins required for the production of the first 
pre-60S pre-ribosomal particle in S. cerevisiae, namely Npa1p, Npa2p, Nop8p, Rsa3p 
and the helicase Dbp6p, can form a complex. Rsa3p can still interact with its partners 
when RNA pol I transcription is inhibited, suggesting that complex formation can occur 
outside pre-ribosomal particles. We show that Npa1p is a crucial component of the 
complex. While partial complex formation can still occur in the absence of Npa2p, 
Nop8p or Dbp6p, lack of Npa1p prevents in vivo interactions between Npa2p, Nop8p 
and Rsa3p. We also demonstrate that Npa1p binds directly to Dbp6p and Rsa3p in vitro. 
Moreover, we show that lack of Npa1p prevents stable integration of Npa2p, Rsa3p and 
Dbp6p, but not of Nop8p, within 90S pre-ribosomal particles. Previous genetic data 
suggested functional links between the Npa1p complex and ribosomal protein Rpl3. We 
provide evidence that Npa1p is not required for Rpl3 integration within 90S pre-
ribosomal particles. However, the mapping of Npa1p binding sites at the 3’ end of 25S 
rRNA close to one Rpl3 interaction site suggests that the Npa1p complex may 





Ribosome biogenesis in yeast starts with the transcription by RNA polymerase I in the 
nucleolus of a precursor to the 18S, 5.8S and 25S rRNAs. During transcription, this precursor 
associates with several small nucleolar ribonucleopreotein particles (snoRNPs), ribosomal 
proteins and non ribosomal proteins, so called because there are absent from mature 
cytoplasmic ribosomes (3,14). Pre-rRNA cleavage events may start co-transcriptionally, 
leading to the release of the first pre-40S pre-ribosomal particle while assembly of the first 
pre-60S pre-ribosomal particle is still ongoing on the downstream part of the nascent pre-
rRNA. When pre-rRNA cleavages start after completion of transcription, a huge 90S pre-
ribosomal particle containing the 35S pre-rRNA is generated, which is then split into pre-40S 
and pre-60S particles. These particles undergo independent maturation pathways in the 
nucleolus, nucleoplasm and finally in the cytoplasm, yielding mature 40S and 60S ribosomal 
subunits competent for translation (3,14).  
 Over 150 non ribosomal proteins, most of which are essential for ribosome biogenesis, 
transiently associate with pre-ribosomal particles at various stages of maturation. Deciphering 
their molecular roles is a major objective in the field. Some of these factors have clearly 
established functions, such as the nucleases that remove pre-rRNA transcribed spacers and 
modification enzymes that chemically modify specific rRNA nucleotides. Other non 
ribosomal proteins belonging to enzyme families include AAA-ATPases, GTPases, kinases 
and many helicases. Several AAA-ATPases directly remove specific non ribosomal proteins 
from pre-60S particles (213), the Nug2p GTPase plays a crucial role in the acquisition of 
transport competence by these particles (159), while phosphorylation of Ltv1p by the Hrr25p 
kinase, both of which are non ribosomal components of late pre-40S particles, promotes 
Ltv1p release from these particles (214). RNA helicases associated with pre-ribosomal 
particles are believed to remodel RNA/RNA and/or RNA/protein interactions. While the 
precise molecular targets of most these helicases still remain elusive, convincing evidence has 
been provided that at least two of them, Prp43p and Dhr1p, directly participate in the 
dissociation of specific snoRNAs from pre-rRNAs (109,197). Recent high-throughput probing 
of pre-rRNA structures within successive pre-40S particles (215) and the resolution of cryo-
EM structures of late pre-40S particles (50) and several nucleoplasmic and cytoplasmic pre-
60S particles (23,25,36,159,216-218) has provided novel insights into the diverse functions 
that non ribosomal proteins could exert. It thus appears that some non ribosomal proteins can 
maintain specific regions of the pre-rRNA in a more flexible, or altogether totally different 
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conformation to that seen in the mature ribosomal subunits, possibly to regulate access of 
some ribosomal proteins to their final binding sites. In addition, some non ribosomal proteins 
present in cytoplasmic pre-40S particles might prevent their premature entry into translation 
by sterically hindering access to some key translation initiation factors and mRNAs (50).  
 Of all stages of ribosome biogenesis in yeast, formation of the first pre-60S pre-
ribosomal particle is probably one of the least understood. This particle contains the 27SA2 
pre-rRNA and some 30 non ribosomal proteins. Strikingly, 8 of these belong to RNA helicase 
families, suggesting that production of the first pre-60S particle involves intricate 
conformational rearrangements (20). In addition, several non ribosomal protein components 
of the first pre-60S particle seem to form protein complexes. One complex is constituted by 
the Rrp5p, Noc1p and Noc2p non ribosomal proteins (138). We previously provided evidence 
that a second probably contains the Dbp6p helicase and the Npa1p, Npa2p, Nop8p and Rsa3p 
proteins (12). All of these proteins, with the exception of Rsa3p, are essential for growth and 
they are all required for the normal production of the large ribosomal subunit 
(12,18,20,26,27,206). It has been shown that depletion or inactivation of Npa1p, Npa2p and 
Dbp6p leads to the accumulation of the 35S pre-rRNA, suggesting a defect in its processing, 
while the steady-state levels of the 27SA2 pre-rRNA drop, demonstrating that these proteins 
are required for the production and/or stability of the first pre-60S particle (12,18,20,27); see 
Supplementary Figure 1 for a cartoon of pre-rRNA processing in S. cerevisiae).  Furthermore, 
Npa1p, Nop8p, Rsa3p and Dbp6p are co-precipitated with tagged Npa2p from extracts 
subjected to ultracentrifugation and these proteins co-elute from a gel filtration column loaded 
with RNase-treated ultracentrifuged extracts (12). These data suggested that Npa1p, Npa2p, 
Nop8p, Rsa3p and Dbp6p can form a complex within and/or outside pre-ribosomal particles. 
In the present study, we present strong evidence that these proteins can indeed form a 
complex. We show that Npa1p forms the backbone of the complex and is essential for the 
stable integration of several complex members within the initial 90S pre-ribosomal particles. 
In addition, we show that Npa1p binds adjacent to ribosomal protein Rpl3 close to the 3’end 
of 25S rRNA, suggesting that these proteins might collaborate during the folding of the 
central core of 25S rRNA.          
            




MATERIALS AND METHODS 
 
Yeast strains and media 
 
Strains expressing Npa1p-FPZ, Npa2p-FPZ, Nop8p-FPZ, Dbp6p-FPZ and Rsa3p-FPZ have 
been obtained as follows. The open reading frames (ORFs) encoding the composite FPZ tag 
and the URA3 gene have been amplified by PCR using plasmid p1351539 (6) and primers 
listed in Supplementary Table 1. The resulting PCR fragments have been transformed into 
strain BY4742 (MATα, his3Δ1, leu2Δ0, lys2Δ0, ura3Δ0) and clones having integrated the 
URA3 gene have been selected on YNB (Yeast Nitrogen Base) medium lacking uracil.  
A strain expressing Rpl3-HA has been produced by transforming strain BY4742 with 
a PCR product obtained using plasmid pFA6a-3HA-TRP1 (219) and primers listed in 
Supplementary Table 1. Clones having integrated the TRP1 gene have been selected on YNB 
medium lacking tryptophane.  
Strains expressing the HA-tagged ORF1 of Npa1p, Npa2p, Nop8p or Dbp6p under the 
control of the GAL1-10 promoter and FPZ-tagged versions of Npa1p complex proteins have 
been produced as follows. PCR products generated using primers listed in Supplementary 
Table 1 and plasmid pFA6a-kanMX6-PGAL1-3HA (219) have been transformed into strains 
NPA1-FPZ, NPA2-FPZ, DBP6-FPZ, NOP8-FPZ and RSA3-FPZ. Selection for clones having 
integrated the kanMX6 resistance cassette has been performed on YPGal medium 
supplemented with G418 (Gibco, 200 g/ml final concentration). 
Strain GAL::npa1/RPL3-HA has been obtained by transforming the GAL::npa1 strain 
with a PCR cassette produced with plasmid pFA6a-3HA-His3MX6 (219) and primers listed 
in Supplementary Table 1.  Clones having integrated the HIS3 gene have been selected on 
YNB medium lacking histidine. The GAL::npa1 strain was generated by transforming 
BY4742 with a PCR cassette produced with plasmid pFA6a-kanMX6-PGAL1 (219) and 
primers listed in Supplementary Table 1. Selection for clones having integrated the kanMX6 
resistance cassette has been carried out as described above.  
Strain rrn3-8/RSA3-FPZ has been produced by transforming strain rrn3-8 (ade5, his7-
2, leu2-112, trp1-289, ura3-52, rrn3-8) with a FPZ-URA3 cassette flanked by RSA3 
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sequences produced as described above. Clones having integrated the URA3 gene have been 
selected on YNB medium lacking uracil. 
Strain expressing Npa1p-HTP has been obtained by transforming BY4742 with a PCR 
cassette produced using plasmid pBS1539-HTP (220) and primers listed in Supplementary 
Table 1. Clones having integrated the URA3 gene have been selected on YNB medium 
lacking uracil. 
Strains have been grown in YP (1% yeast extract, 1% peptone) supplemented with 2 
% galactose or 2 % glucose or YNB (6.8 g/L) supplemented with ammonium sulphate (20 
g/L) and 2 % galactose or 2 % glucose.  
 
Purification of FPZ-tagged proteins 
 
Yeast cell powder is produced using a PM 100 planetary ball mill (Retsch) from a cell pellet 
obtained from 12 L of yeast culture grown to an O.D.600 of 0.6-0.8. 25 g of cell powder are 
dissolved in 30 ml of buffer A (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 or 100 mM 
MgCl2, 0.1% Igepal) to which EDTA-free protease inhibitors (Roche) are added. The sample 
is centrifuged in a Beckman Optima L-100 XP ultracentrifuge 2 h at 39000 rpm, 4°C, in a 
Beckman Ti 50.2 rotor, with no brake. The resulting supernatant is subjected to a second 
ultracentrifugation step during 45 min at 39000 rpm, 4°C. The pH of the clarified extract is 
adjusted to between 7.4 and 8 using 1 M Tris-HCl, pH 8. 50 ml of clarified extract are loaded 
on 3 20 ml columns (Biorad) containing 600 µl IgG sepharose beads (6 fast Flow, GE 
Healthcare). The beads are incubated with the extract during 30 min, 4°C, with gentle 
agitation. Beads are then washed with 60 ml of buffer B (20 mM Hepes pH 7.4, 100 mM 
KOAc, 150 mM NaCl, 100 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.02% Tween, 0.1% Triton X-100), then 
incubated 2 h at 4°C with 40 U prescission (PPX) protease (GE Healthcare) in 800 µl of 
buffer B. 3 ml of column eluates are loaded on a 10 ml Biorad column containing 200 µl of 
anti-Flag beads (Sigma). The column is washed with 40 ml of buffer C (10 mM Tris-HCl pH 
7.4, 150 mM NaCl, 10 or 100 mM MgCl2, 1 mM DTT). Purified complexes are eluted by 
adding 5 times 200 µl of buffer C supplemented with 2X Flag peptide (100 µg/ml, IGBMC 
Strasbourg).  
 




Complexes purified by tandem affinity chromatography are concentrated on Vivaspin 
columns (Sartorius) by adding 3 % BSA and centrifuging 3 times 2 min in a bench centrifuge 
(Eppendorf 5415D) at 13000 rpm, 4°C. 300 µl of concentrated samples are injected in a 
Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) gel filtration column, previously equilibrated with 
a buffer containing 10 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 100 mM MgCl2, 1 mM DTT. 
Eluted fractions of 500 µl are collected, from which proteins are precipitated using TCA and 




Yeast cell pellets corresponding to 1 L of culture grown to O.D.600 0.6-0.8 were re-suspended 
in 2 ml of buffer containing 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 5 mM MgAc, 50, 200, or 400 mM KCl, 
0.2 % Triton-X100, 1 mM DTT, EDTA free protease inhibitors (Roche), 0.1 U/μl of RNasin 
(Promega). 400 μl of acid-washed glass beads (Sigma) are added to 800 μl of cell 
suspensions. Yeast cells are broken by three runs of vigorous 2.5 min vortexing, with 2 min 
incubation of samples in ice between each run. Extracts are clarified by two consecutive 5 
min centrifugation steps at 13000 rpm in an Eppendorf bench centrifuge. The absorbance at 
260 nm of the clarified extracts is measured using a Nanodrop 2000 spectrophotometer. For 
an absorbance at 260 nm of 100, 500 μl of clarified extracts are used. The required volumes of 
clarified extracts are mixed with 15 μl of anti-HA agarose beads (SIGMA, EZview Red Anti-
HA Affinity Gel) or 15 μl of IgG-sepharose beads (6 fast flow, GE Healthcare) previously 
equilibrated in a buffer containing 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 5 mM MgAc, 50, 200 or 400 mM 
KCl, 0.2 % Triton-X100, 1 mM DTT. Sample volumes are adjusted to 1 ml final with the 
buffer used for extract preparation. Samples are incubated during 1 h 30 min at 4°C on a 
shaking table. Samples are centrifuged 30 s at  2000 rpm in an Eppendorf bench centrifuge 
and supernatants are discarded. Beads are washed 5 times by adding 1 ml of a buffer 
containing 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 5 mM MgAc, 50, 200 or 400 mM KCl, 0.2 % Triton-
X100, 1 mM DTT, 30 s centrifugation at 2000 rpm and removal of supernatants. Bead 
samples from which RNAs will be extracted are washed twice more in an identical manner. 
Bead samples used for protein analysis are washed twice more using 1 ml of  a buffer 
containing 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 5 mM MgAc, 50, 200, or 400 mM NaCl, 0.2 % Triton-
X100, 1 mM DTT. After removal of the supernatants, 50 μl of a buffer containing 100 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 4 % SDS, 20 % glycerol, 0,04 % bromophenol blue, 200 mM DTT are 
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added to the samples used for the analysis of precipitated proteins. Samples destined for RNA 
analysis are treated as follows. To the bead samples are added 160 μl of 4 M guanidine 
isothiocyanate, 4 μl 20 mg/ml glycogen (Roche), 80 μl of a 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM 
EDTA pH 8.0, 100 mM NaAc solution, 120 μl of phenol and 120 μl of chloroform. Samples 
are vortexed, incubated 5 min at 65°C, vortexed again, then centrifuged 5 min at 13000 rpm,  
4°C. 240 μl of aqueous phase are collected and mixed with 120 μl phenol and 120 μl 
chloroform. Samples are vortexed, then centrifuged 5 min at 13000 rpm, 4°C. Nucleic acids 
from 240 μl of aqueous phase are precipitated using 750 μl ethanol during 12 h at -20°C. 
During the incubation of the clarified extracts with the beads, total RNAs are extracted from 
1/10th of the extract volumes used for the immunoprecipitations. Extract volumes are adjusted 
to 100 μl final by adding the required volume of buffer used for extract preparation. 4 μl of  
20 mg/ml glycogen (Roche), 200 μl of 4 M guanidine isothiocyanate, 150 μl of a solution 
containing 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 100 mM NaAc, 225 μl phenol and 
225 μl chloroform are added. Samples are vortexed, incubated 5 min at 65°C, vortexed again, 
then centrifuged 5 min at 13000 rpm,  4°C. 400 μl of aqueous phase are extracted with 200 μl 
phenol and 200 μl chloroform. After 5 min centrifugation at 13000 rpm, 380 μl of aqueous 
phase are extracted with 380 μl of a 1:1 phenol/chloroform mix. After 5 min centrifugation at 
13000 rpm, nucleic acids from 300 μl of aqueous phase are precipitated with 1 ml ethanol  
during 12 h at -20°C. After precipitation of total and immunoprecipitated RNAs, a 60 min 
centrifugation at 13000 rpm, 4°C, is carried out. Pellets are washed with 1 ml 70 % ethanol 
and samples are centrifuged again 45 min at 13000 rpm, 4°C. After removal of the 
supernatants, the pellets are dried at room temperature and re-suspended in 20 μl (in the case 




Electrophoresis of glyoxal-treated RNAs through agarose gels are performed as reported 
(221). Northern analyses of pre-rRNAs and mature rRNAs are carried out using 32P-labelled 
oligodeoxynucleotide probes. Sequences of antisense oligonucleotides used to detect these 
RNAs have been reported earlier (97,222). Blots are hybridized with 5’ end-labelled 






Proteins are separated by electrophoresis on 10 % SDS-polyacrylamide gels in Laemmli 
running buffer (Tris-Glycine-SDS) and transferred overnight at 20 V, 4°C on Hybond-C extra 
(GE Healthcare) membranes in a transfer buffer containing 1X Laemmli running buffer, 20 % 
ethanol. Membranes are saturated by 1 h incubation in 200 ml of buffer containing 1 X PBS, 
0.5 % Tween 20 and 5 % milk. Specific proteins are detected by incubation in 1 X PBS, 0.5 % 
Tween 20 and 5 % milk with the following antibodies: anti-HA-HRP (Clone 3F10, Roche) 
diluted 1:1000; rabbit  PAP (Dako) diluted 1:10000; anti-Nhp2p (produced in rabbit) diluted 
1:5000; anti-Npa1p (produced in rabbit) diluted 1:3500; anti-Npa2p (produced in rabbit) 
diluted 1:1000; anti-Nop8p (produced in rabbit) diluted 1:2000; anti-Rsa3p (produced in 
rabbit) diluted 1:10000; anti-Dbp6p (produced in rabbit) diluted 1:10000. After incubation 
with primary antibodies, membranes are washed 4 times with 200 ml of buffer containing 1 X 
PBS, 0.5 % Tween 20 and 1 % milk, or the same buffer lacking milk if no secondary 
antibodies are used. Anti-rabbit IgGs-HRP conjugate (Promega) are used when needed as 
secondary antibodies diluted 1:10000. Membranes are then washed 4 times with 200 ml of 
buffer containing 1 X PBS, 0.5 % Tween 20. Proteins decorated by the antibodies are detected 
by chemiluminesence using ECL reagents (Biorad) and ImageQuant™ LAS 4000 
biomolecular imager (GE Healthcare).  
 
Electron microscopy analysis  
3.5 µl of purified sample are loaded on a carbon grid (EMS 300 mesh Cu). Excess liquid is 
removed using filter paper (Whatman 1). The grid is washed by adding 3.5 μl of uranyl 
acetate, immediately removed using filter paper (Whatman 1). 3.5 μl of uranyl acetate are 
loaded again on the grid and excess liquid is absorbed with filter paper, 30 s later. Samples are 
observed with a Jeol JEM1400 transmission electron microscope operating at 120 keV. 
Images are acquired using a CCD Gatan-Orius SC1000B camera and the digital micrograph 









The Dbp6p helicase associates with a complex formed by the Npa1p, Npa2p, Nop8p and 
Rsa3p proteins 
 
Previous data suggested that the Npa1p, Npa2p, Nop8p, Dbp6p and Rsa3p form a protein only 
complex associated with 90S and early pre-60S pre-ribosomal particles (12). If this is indeed 
the case, all these proteins should be specifically associated with the 35S and 32S pre-rRNAs, 
components of successive 90S pre-ribosomal particles and with the 27SA2 pre-rRNA, 
component of the first pre-60S particle. While this has already been demonstrated for Npa1p 
and Npa2p (12,20), convincing data were lacking for Dbp6, Nop8p and Rsa3p. We therefore 
performed precipitation experiments using strains expressing FPZ (Flag-prescission cleavage 
site-Protein A IgG-binding domain) tagged versions of Nop8p, Dbp6p and Rsa3p and 
analysed the co-precipitated RNAs by Northern (Figure 1). This analysis confirmed that 
Nop8p, Dbp6p and Rsa3p, like Npa1p and Npa2p, are mostly associated with the 35S, 33/32S 
and 27SA2 pre-rRNAs, while displaying a much weaker association with the 27SB pre-
rRNA. No association could be detected with the 20S pre-rRNA, demonstrating that Dbp6p, 
Nop8p and Rsa3p are not components of pre-40S particles. We conclude that Npa1p, Npa2p, 
Nop8p, Dbp6p and Rsa3p are recruited within 90S pre-ribosomal particles, remain present 
within the earliest pre-60S pre-ribosomal particles containing the 27SA2 pre-rRNA and 
dissociate from 27SB-containing pre-60S particles.  
To investigate whether Npa1p, Npa2p, Nop8p, Dbp6p and Rsa3p form a complex, we 
performed tandem affinity purification from extracts of cells expressing FPZ-tagged Rsa3p. 
Standard protocols lead to the purification of the pre-ribosomal particles with which these 
proteins are associated (data not shown). To separate the putative complex from these 
particles, we employed the same MgCl2 concentration (100 mM) that could extract the 
Rps3/Enp1p/Ltv1p complex from pre-40S particles (117) and we pelleted the pre-ribosomal 
particles using two successive ultracentrifugation steps. SDS-PAGE followed by Coomassie-
staining and Western analysis (Figure 2A) of the purified samples demonstrate that under 
such conditions Npa1p, Npa2p and Nop8p co-purify with Rsa3p. An additional polypeptide 
co-purifying with Rsa3p of apparent molecular weight close to that of Dbp6p turned out to be 
a degradation product of Npa1p as shown by mass spectrometry analysis. The lack of Dbp6p 
in the sample purified using Rsa3p-FPZ as bait prompted us to carry out the tandem affinity 
purification using Dbp6p-FPZ as bait. When performing such purification at 100 mM MgCl2, 
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only Dbp6p can be detected after Coomassie staining of the purified sample (Figure 2B). 
However, if the MgCl2 concentration is lowered to 10 mM, co-purifying Npa1p and Npa2p 
are detected by Coomassie staining and Nop8p and Rsa3p by Western blotting (Figure 2B). 
These data demonstrate that Npa1p, Npa2p, Nop8p and Rsa3p can form one or several 
complexes, with which Dbp6p interacts but such association is salt sensitive.  
The intensities of the Coomassie-stained polypeptides copurifying with Rsa3p-FPZ 
indicate that not all proteins are recovered in stoechiometric amounts. This suggests that 
mixtures of different sub-complexes have been purified reflecting preferential associations 
between certain partners and/or that multiple copies of the same protein are present in the full 
complex. To investigate this issue further, the purification sample obtained using Rsa3p-FPZ 
as bait was subjected to size exclusion chromatography and the eluted fractions were analysed 
by Western. None of the analysed proteins are present as free polypeptides. Npa1p, Npa2p 
and Rsa3p, but not Nop8p, are present together in fractions 8 and 9, that contain complexes of 
approximately 500 and 670 kDa, respectively (Figure 2C). All four proteins are present 
together in fractions 6 and 7, that contain complexes heavier that 700 kDa. Thus at least two 
types of complexes have been purified using tagged Rsa3p as bait, one containing Npa1p, 
Npa2p and Rsa3p, the second containing these proteins and Nop8p. Given that the sum of the 
apparent molecular weights of Npa1p, Npa2p, Nop8p and Rsa3p is approximately 500 kDa, 
this analysis suggests that some these proteins are present in each type of complex in more 
than one copy. To confirm that mainly two types of complexes are purified via tagged Rsa3p, 
the purified sample was analysed by electron microscopy (Figure 3). Images of negatively 
stained complexes indeed reveal the presence of two types of particles of approximately equal 
abundance and 10 or 20 nm in size. The former smaller particles could correspond to the 
Npa1p/Npa2p/Rsa3p complex, while the latter bigger particles could correspond to the 
Npa1p/Npa2p/Nop8p/Rsa3p complex.  
 
Association between Rsa3p and its partners can take place in absence of de novo 
ribosome biogenesis 
 
To determine whether Npa1p, Npa2p, Nop8p, Dbp6p and Rsa3p can interact outside pre-
ribosomal particles, we investigated the ability of Npa1p, Npa2p, Dbp6p and Nop8p to co-
purify with tagged Rsa3p when RNA pol I transcription was inhibited. To that end, we made 
use of a temperature sensitive rrn3/RSA3-FPZ strain that expresses Rsa3p-FPZ and a version 
of the RNA pol I transcription factor Rrn3p that is inactivated at 37°C. Northern blot analysis 
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shows that a shift to 37°C during three hours abolishes 35S pre-rRNA accumulation in the 
rrn3/RSA3-FPZ strain (Figure 4A), demonstrating that RNA pol I transcription and hence de 
novo ribosome biogenesis has been efficiently inhibited. Nevertheless, Rsa3p-FPZ tandem 
affinity purification followed by Western analysis of the co-purified proteins (Figure 4B) 
show that Npa1p, Npa2p, Dbp6p and Nop8p can still interact with Rsa3p when RNA pol I 
transcription is abolished, suggesting that these proteins can form one or several complexes 
outside pre-ribosomal particles.  
 
Npa1p interacts directly with Dbp6p and Rsa3p 
 
To identify the direct protein/protein interactions that take place between Npa1p, Npa2p, 
Nop8p, Dbp6p and Rsa3p, GST pull down experiments with recombinant proteins were 
performed. Purified recombinant His-tagged Dbp6p or Rsa3p were incubated with GST-
tagged versions of Npa1p, Npa2p, Nop8p or Rsa3p, or GST alone as control, bound to 
glutathione-coated magnetic beads. Following precipitation of the beads on a magnetic rack, 
the levels of His-tagged protein co-precipitation were assessed by Western (Figure 5). Higher 
levels of His-Dbp6p were precipitated with GST-Npa1p or GST-Npa2p as compared with 
GST or glutathione beads alone (Figure 5A, compare lanes 2 and 3 with lanes 6 and 7), 
showing that Dbp6p can directly interact with Npa1p and Npa2p in vitro. In contrast, no 
enrichment of His-Dbp6p relative to controls (GST or beads alone) was obtained when GST-
Nop8p or GST-Rsa3p were used (Figure 5A, compare lanes 4 and 5 with lanes 6 and 7), 
indicating that under these experimental conditions, no specific interaction between Dbp6p 
and Nop8p or Rsa3p can take place. His-Rsa3p was precipitated to a higher extent with GST-
Npa1p than with GST or beads alone (Figure 5B, compare lane 2 with lanes 3 and 4), showing 
that Rsa3p directly binds to Npa1p. This is fully consistent with the fact that Npa1p is highly 
enriched following tandem affinity purification performed with Rsa3p-FPZ as bait (Figure 
2A). We conclude that Npa1p directly binds at least two of its partners, Dbp6p and Rsa3p.    
 
Npa1p is crucial for complex formation and stable association of Npa2p, Rsa3p and 
Dbp6p with 90S pre-ribosomal particles 
 
We next investigated the role played in vivo by each member of the complex(es) in the 
stability of the other members, in the formation of complex(es) and in the integration and/or 
retention of complex members within pre-ribosomal particles. To that end, we constructed 
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yeast strains expressing an FPZ-tagged version of one member of the complex and an HA-
tagged version of another, the open reading frame of which was placed under the control of 
the GAL1-10 promoter (i.e. strains of the type GAL::HA-protein X/protein Z-FPZ). This 
allows expression of the HA-tagged protein when the strain is grown in a medium containing 
galactose and inhibition of its production when the strain is transferred to a glucose-
containing medium. Using these strains, we could show that depletion of Npa1p, Npa2p, 
Nop8p or Dbp6p has no effect on the steady-state accumulation of the non-depleted complex 
members (Supplementary Figure 2). We next assessed the effect of depleting one complex 
member on the ability of the remaining complex proteins to interact. Tandem affinity 
purification was performed using a buffer containing 100 mM MgCl2 as described above in 
the first paragraph, and Rsa3p-FPZ-expressing strains depleted of Npa1p, Npa2p, Dbp6p or 
Nop8p. The purified proteins were analysed by Coomassie staining (Figure 6, panels 1 to 5). 
This analysis demonstrates that depletion of Npa2p, Dbp6p and Nop8p does not prevent 
Rsa3p association with, respectively, Npa1p and Nop8p (Figure 6, panel 3), Npa1p, Npa2p 
and Nop8p (Figure 6, panel 4), and Npa1p and Npa2p (Figure 6, panel 5). In contrast, Npa1p 
depletion prevents Rsa3p interaction with Npa2p and Nop8p (Figure 6, panel 2). To check 
whether Npa1p depletion also impairs interactions between Npa2p and Nop8p, tandem 
affinity purifications were performed using extracts from Npa2p-FPZ or Nop8p-FPZ 
expressing strains depleted of Npa1p (Figure 6, panels 7 and 9). In both cases, no protein co-
purifying with the tagged Npa2p or Nop8p baits could be detected. This analysis demonstrates 
that lack of Npa1p prevents interactions between Rsa3p, Npa2p and Nop8p. This finding is 
consistent with a model where Npa1p forms the backbone of the full complex by establishing 
direct interactions with Rsa3p, Nop8p, Npa2p and Dbp6p, while Rsa3p, Nop8p and Npa2p do 
not directly interact with each other.  
  We then analysed the effect of depleting one complex member on the ability of the 
other members to associate in a stable fashion with 90S pre-ribosomal particles. We 
envisaged in particular that due to its RNA recognition motif (RRM), Nop8p might be 
involved in the tethering of the complex to 35S pre-rRNA, while the putative DEAD box 
helicase Dbp6p might promote complex integration within pre-ribosomal particles through 
local remodelling of these particles. To assay for interaction with pre-ribosomal particles, 
precipitation experiments were performed with IgG-sepharose beads and extracts from strains 
expressing a given FPZ-tagged bait complex protein (that binds to the IgGs) and depleted, or 
not depleted as control, of another complex protein. Co-precipitated pre-rRNAs were analysed 
by Northern while the efficiency of bait protein precipitation was assessed by Western. 
171 
 
Depletion of Dbp6p has little effect on the efficiency of co-precipitation of 35S pre-rRNA 
with Rsa3p-FPZ (Supplementary Figure 3A). In contrast, depletion of Nop8p strongly reduces 
the efficiency of co-precipitation of 35S pre-rRNA with Rsa3p-FPZ (Supplementary Figure 
3B). This result prompted us to test the effects of Nop8p depletion on the association of 
another complex proteins, Npa2p, with pre-rRNAs. Lack of Nop8p also strongly reduces the 
efficiency of co-precipitation of 35S pre-rRNA with Npa2p-FPZ (Supplementary Figure 3C). 
This reduction is not due to a lower precipitation efficiency of the bait protein under depletion 
conditions, as assessed by Western (Supplementary Figure 3, panels B and C, bottom). We 
conclude that Dbp6p depletion has little effect on Rsa3p integration within 90S pre-ribosomal 
particles, while Nop8p depletion strongly inhibits, but does not abolish, Rsa3p and Npa2p 
integration within 90S particles.  
We next tested the effects of Npa1p depletion on complex protein interactions with 
35S pre-rRNA. Strikingly, lack of Npa1p abolishes 35S pre-rRNA co-precipitation with 
Rsa3p (Figure 7A, lane 8), Npa2p (Figure 7B, lane 8) and Dbp6p (Figure 7C, lane 8). Such 
lack of co-precipitation of 35S pre-rRNA is not due to reduced precipitation of the bait 
proteins (Supplementary Figure 4). To our surprise, Npa1p depletion does not prevent 35S 
pre-rRNA co-precipitation with Nop8p (Figure 7D, lane 8). To confirm these results, we 
assessed the sedimentation on sucrose gradients of complex proteins extracted from cells 
expressing or depleted of Npa1p (Supplementary Figure 5). Under non depleted conditions, 
Rsa3p, Nop8p and Dbp6p are found in fractions containing 60S ribosomal subunits and in 
heavier fractions, likely reflecting their association with pre-60S and 90S pre-ribosomal 
particles, respectively (Supplementary Figure 5, left). When Npa1p is depleted, Rsa3p shifts 
almost entirely to the top of the gradient, consistent with a failure to associate with pre-
ribosomal particles (Supplementary Figure 5, right). Nop8p is still present in 60S-containing 
and heavier fractions, although its levels at the top of the gradient increase, consistent with a 
partial destabilisation of its interactions with pre-60S and 90S pre-ribosomal particles. The 
immunoprecipitation and gradient results therefore indicate that Rsa3p can no longer interact 
with 90S pre-ribosomal particles when Npa1p is absent. Nop8p is still able to do so, although 
its association with these particles is somewhat destabilised. To our surprise, Dbp6p remains 
present in 60S-containing and heavier fractions when Npa1p is depleted, a result seemingly in 
contradiction with the precipitation data (Figure 7C, lane 8). However, the precipitation 
experiment has been performed with tagged Dbp6p in a buffer containing 200 mM KCl and 5 
mM MgAc while the sedimentation on gradients has been carried out in a buffer lacking Mg2+ 
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and containing 50 mM NaCl. We conclude that in absence of Npa1p, Dbp6p is still able to 
interact with 90S pre-ribosomal particles but this interaction is strongly destabilised.  
 
Npa1p binds adjacent to large ribosomal protein Rpl3 on 25S rRNA 
 
Specific synthetic lethal interactions have been obtained when combining certain mutant 
alleles of the genes encoding Npa1p, Npa2p, Nop8p, Rsa3p and Dbp6p and mutant alleles of 
the gene encoding ribosomal protein Rpl3 (12). Such genetic interactions may reflect 
functional links between the Npa1p-containing complex and Rpl3, a ribosomal protein crucial 
for the maturation of 27SA2 pre-rRNA containing pre-60S particles and assembly of the large 
ribosomal subunit (6). We first tested the possibility that the Npa1p-containing complex might 
be required for the recruitment and/or the stable integration of Rpl3 within 90S pre-ribosomal 
particles. This hypothesis was investigated by an anti-HA immunoprecipitation experiment 
using strain GAL::npa1/RPL3-HA, as fusion of the FPZ tag to Rpl3 strongly affected growth 
(data not shown). The study of interactions between Rpl3 and the 35S pre-rRNA by 
precipitation experiments having never been reported to our knowledge, we first performed 
such experiments at low salt concentration (50 mM KCl), since interactions between small 
ribosomal subunit proteins and the 35S pre-rRNA are known to be salt sensitive (212).  
Depletion of Npa1p does not affect the efficiency of co-precipitation of 35S pre-rRNA with 
Rpl3-HA at 50 mM KCl relative to the non depleted controls (Figure 8.A, and quantification 
of the results, not shown). This indicates that Npa1p is not required for the recruitment of 
Rpl3 within 90S pre-ribosomal particles. Npa1p might nevertheless be required for the 
stabilisation of Rpl3 within 90S pre-ribosomal particles. To test this idea, we performed anti-
HA immunoprecipitation experiments at the standard 200 mM KCl concentration as well as at 
400 mM KCl. At both 200 mM KCl (data not shown) and 400 mM KCl, depletion of Npa1p 
did not decrease the co-precipitation efficiency of 35S pre-rRNA with Rpl3-HA relative to 
controls (Figure 8.B, and quantification of the results, not shown). We conclude that Npa1p is 
required neither for the recruitment nor for the stabilisation of Rpl3 within 90S pre-ribosomal 
particles.  
 Another possible function for the Npa1p-containing complex would be to assist Rpl3 
during an early critical step of large ribosomal subunit assembly. It has been proposed that 
Rpl3 plays a crucial role in the folding of the central core of 25S rRNA, by binding to both 
the 3’ end of 25S rRNA and the 5’end of 5.8S rRNA (6). If our second hypothesis is correct, 
we might expect Npa1p to bind to (pre)-rRNA sequences located in 3D in the vicinity of Rpl3 
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binding sites. To identify Npa1p pre-rRNA binding sites, we performed UV cross-linking and 
analysis of cDNAs (CRAC) analysis (220). Strikingly, Sanger sequencing of multiple cloned 
cDNAs obtained reveal potential Npa1p binding sites close to the 3’end of 25S rRNA, next to 







Our work provides strong evidence that Npa1p, Npa2p, Nop8p and Rsa3p form a complex, 
with which Dbp6p interacts in a salt sensitive fashion. This conclusion is based on the 
following experimental results. Npa1p, Npa2p and Nop8p are the only proteins found to co-
purify with Rsa3p in a buffer containing a high (100 mM) MgCl2 concentration from extracts 
depleted of pre-ribosomal particles by two consecutive ultracentrifugation steps. Moreover, 
following their co-purification with Rsa3p, these proteins all co-elute from a size-exclusion 
column. Npa1p, Npa2p, Nop8p and Rsa3p are also found to co-purify with Dbp6p from 
ultracentrifuged extracts, but only when the MgCl2 concentration is lowered to 10 mM. Since 
Npa1p, Npa2p, Nop8p and Dbp6p co-purify with Rsa3p when RNA pol I transcription is 
inhibited, it is probable that the complex forms prior to its incorporation in 90S pre-ribosomal 
particles. Likewise, it was demonstrated that Noc1p, Noc2p and Rrp5p, members of 90S and 
the first pre-60S particles, can form a complex outside pre-ribosomal particles (138,223). All 
members of the Npa1p complex are associated with the 27SA2 pre-rRNA, component of the 
first pre-60S particle, but show only very weak association with the 27SB pre-rRNAs, 
suggesting that they dissociate together from intermediate, 27SB pre-rRNA-containing, pre-
60S particles. Npa1p, by far the largest protein of the complex, seems to form its backbone. In 
the absence of Npa1p, Npa2p, Nop8p and Rsa3p can no longer interact in vivo, while we 
show that Npa1p binds directly to Rsa3p in vitro. We also show that Dbp6p binds directly to 
both Npa1p and Dbp6p. These data suggest that Npa1p binds directly to Npa2p, Nop8p, 
Rsa3p and Dbp6p, that Npa2p, Nop8p and Rsa3p do not interact directly, while Dbp6p also 
binds to Npa2p (see model shown in Figure 9). These conclusions are consistent with the 
results of a large scale double hybrid screen between non ribosomal protein components of 
pre-60S particles (224). Npa1p is also crucial for the stable integration of most complex 
members within 90S pre-ribosomal particles. Immunoprecipitation experiments indicate that 
depletion of Npa1p inhibits interactions between Rsa3p, Npa2p and Dbp6p with the 35S pre-
rRNA, while they show that Nop8p can still interact with this pre-rRNA. Sucrose gradient 
sedimentation experiments also show a lack of interaction of Rsa3p with pre-ribosomal 
particles when Npa1p is depleted and confirm that Nop8p can still interact with pre-ribosomal 
particles. Strikingly however, sucrose gradient sedimentation experiments suggest that Dbp6p 
can still be integrated in these particles in the absence of Npa1p. The apparent discrepancy 
between the results of the immunoprecipitation and sucrose gradient experiments concerning 
Dbp6p can likely be explained in part by the fact that somewhat more stringent buffer 
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conditions were used in the former (200 mM KCl and 5 mM MgAc) compared to the latter 
(50 mM NaCl) experiments. Altogether, these data suggest that lack of Npa1p prevents 
recruitment of Npa2p and Rsa3p within 90S pre-ribosomal particles. Nop8p and Dbp6p can 
still be recruited, maybe because they possess RNA-binding activity (206) (and data not 
shown), but the integration of Dbp6p is strongly destabilised. Although depletion of Nop8p 
does not abolish integration of Npa2p and Rsa3p within 90S pre-ribosomal particles, it 
significantly destabilizes this integration. We propose that Nop8p strengthens the interaction 
of the Npa1p complex with pre-ribosomal particles through direct binding to the pre-rRNA 
mediated by its RRM domain. In contrast, the absence of Dbp6p does not significantly impair 
Rsa3p integration within 90S pre-ribosomal particles nor does it prevent interactions between 
Rsa3p, Npa1p, Npa2p and Nop8p. These data suggest that in the absence of Dbp6p, a 
Npa1p/Npa2p/Nop8p/Rsa3p complex can form and efficiently associate within 90S per-
ribosomal particles. However, this partial complex is inactive since it lacks its enzymatic 
activity. We envisage that the Npa1p/Npa2p/Nop8p/Rsa3p complex plays two roles: it is 
necessary for the stable integration of the Dbp6p helicase at the correct site within 90S pre-
ribosomal particles and it modulates its enzymatic activities. Further experiments are needed 
to test the latter hypothesis.  
 Specific synthetic lethal interactions have been uncovered between mutant alleles of 
genes encoding Npa1p complex components and mutant alleles of the large subunit Rpl3 
ribosomal protein gene (12). These genetic interactions suggested that the Npa1p complex and 
Rpl3 may functionally interact. Rpl3 is a crucial ribosomal protein which is necessary for the 
processing of the 27SA2 pre-rRNA at the A3 site and for the assembly within pre-ribosomal 
particles of most other large subunit ribosomal proteins (6). In its absence, the first pre-60S 
particle is formed, but probably because it is misassembled, the 27SA2 pre-rRNA it contains 
fails to be processed and the particle is rapidly turned over (6,225). Rpl3 is also the largest 
ribosomal protein in yeast, which associates co-translationally with a specific chaperone, 
Rrb1p (226,227). This association shields Rpl3 from degradation and promotes its nuclear 
import. Since Rrb1p is not a stable component of pre-ribosomal particles, it likely dissociates 
from Rpl3 prior to or during Rpl3 integration within 90S pre-ribosomal particles. We 
reasoned that Npa1p might facilitate the integration of Rpl3 within 90S particles, possibly by 
promoting its release from Rrb1p. However, our data clearly show that Npa1p is required 
neither for Rpl3 recruitment within 90S per-ribosomal particles nor for the stabilisation of its 
integration. We cannot formally exclude the possibility that Nop8p, which can be stably 
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integrated within 90S particles in the absence of Npa1p, promotes Rpl3 recruitment on its 
own, although this seems unlikely.   
In the mature yeast 60S ribosomal subunit, Rpl3 interacts with the 3’ end of 25S rRNA 
and the 5’ end of 5.8S rRNA (35). The 3’end of 25S rRNA is engaged in a short double helix 
structure. Likewise, the 5’end of 5.8S rRNA forms a small helix with a sequence of 25S 
rRNA. These two short helices lie at the base of the secondary structure domains VI and I of 
25S rRNA, respectively. They are clustered in the mature 60S subunit with the short helices at 
the base of the four other secondary structure domains of 25S rRNA (namely domains II, III, 
IV and V). Gamalinda and colleagues have proposed that clustering of these root helices is a 
key initial step required for the subsequent correct folding of the precursor to the 25S and 
5.8S rRNAs (6). Rpl3, through its binding to the root helices of domains I and VI, could play 
a crucial role in this compaction. Given the probable functional link between the Npa1p 
complex and Rpl3, we would like to propose that this complex collaborates with Rpl3 to 
achieve this compaction. In particular, Dbp6p, which displays ATPase activity in vitro 
(manuscript in preparation), could use ATP hydrolysis to drive the compaction. We note in 
that respect that substitution of a key amino acid in the active site of Dbp6p prevents growth 
without affecting the steady-state accumulation of the protein, strongly suggesting that the 
enzymatic activity of Dbp6p is essential for large ribosomal subunit production (228).  If the 
Npa1p complex indeed participates in the clustering of root helices, we might expect at least 
some of its members to lie in close proximity to some of these helices. We thus determined by 
the CRAC method the pre-rRNA binding sites of Npa1p. Strikingly, one of Npa1p binding 
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Figure 1. Nop8p, Rsa3p and Dbp6p are components of 90S and 27SA2 pre-rRNA-containing 
pre-60S particles. Immunoprecipitation experiments were carried out with IgG sepharose and 
extracts from cells expressing FPZ-tagged versions of Npa2p, Dbp6p, Nop8p or Rsa3p. 
Aliquots of input and co-precipitated RNAs were submitted to denaturing gel electrophoresis, 
transferred to nylon membranes and detected by hybridisation with specific labelled 
oligonucleotide probes.  
 
Figure 2. Npa1p, Npa2p, Nop8p and Rsa3p form a complex. (A) Rsa3p associates with 
Npa1p, Npa2p and Nop8p. Extracts were prepared from Rsa3p-FPZ-expressing cells in a 
buffer containing 100 mM MgCl2 and subjected to two consecutive ultracentrifugation steps to 
pellet pre-ribosomal particles. Tandem affinity purification of Rsa3p-FPZ was then carried 
out, proteins co-purified with tagged Rsa3p were TCA precipitated, separated by SDS-PAGE 
and stained with Coomassie Blue (left). The identity of the co-purified proteins was 
confirmed by Western analysis using specific antibodies (right). The polypeptide marked by 
an asterisk is a degradation product of Npa1p, identified as such by mass-spectrometry (data 
not shown).  (B) Dbp6p interacts in a salt-sensitive manner with Npa1p, Npa2p, Nop8p and 
Rsa3p. Dbp6p-FPZ was subjected to tandem affinity purification using buffers containing 100 
mM (left) or 10 mM (right) MgCl2. Tagged Dbp6p and co-purified proteins were separated by 
SDS-PAGE and stained with Coomassie Blue. Coomassie staining reveals that Npa1p and 
Npa2p are co-purified with tagged Dbp6p at 10 mM MgCl2, while co-purification of Nop8p 
and Rsa3p at 10 mM MgCl2 is shown by Western analysis with specific antibodies (right). (C) 
Analysis by size exclusion chromatography of Rsa3p-containing complexes. The sample 
obtained following tandem affinity purification performed with extracts from cells expressing 
Rsa3p-FPZ was subjected to size exclusion chromatography on a superdex 200 10/300 GL 
column. Proteins from the eluted fractions were analysed by Western using specific 
antibodies. TE: total extract. 
 
Figure 3. Visualisation by electron microscopy of negatively stained complexes purified via 
tagged Rsa3p. (A) Full EM images. Scale bar: 20 nm. Two types of particles of 20 and 10 nm 
could be detected, pinpointed by thick and thin arrows, respectively. (B) Raw and filtered 




Figure 4. Rsa3p can still interact with Npa1p, Npa2p, Dbp6p and Nop8p when RNA pol I 
transcription is inhibited. (A) 35S and 27SA2 pre-rRNA levels are drastically reduced after 
shifting the temperature sensitive rrn3/RSA3-FPZ strain to 37°C. Total RNAs or proteins 
were extracted from rrn3/RSA3-FPZ cells grown at 24°C or shifted to 37°C for the indicated 
times and subjected to Northern (top) or Western (bottom) analyses, respectively. The 
indicated RNAs were detected using complementary labelled oligonucleotide probes while 
the Rsa3p and Nhp2p proteins were detected using specific antibodies. (B) Western analysis 
of proteins co-purified with tagged Rsa3p. Rsa3p-FPZ was subjected to tandem affinity 
purification from extracts produced at low MgCl2 (10 mM) concentration of rrn3/RSA3-FPZ 
cells grown at 24°C or shifted to 37°C for 6 hours. Co-purified proteins were analysed by 
Western using specific antibodies. TE: total extracts; El: purified samples. 
 
Figure 5.  In vitro protein-protein interaction assays. Glutathione-coated magnetic beads were 
mixed with E. coli extracts expressing the indicated GST-tagged proteins, washed and 
incubated with purified recombinant His-Dbp6p (A) or His-Rsa3p (B). The glutathione-coated 
magnetic beads were precipitated using a magnetic rack, washed, and the co-precipitated 
proteins (El) were analysed by Western using anti-His (A, top) or anti-Rsa3p (B, top) 
antibodies. The GST-tagged proteins were visualised by Ponceau Red staining (A and B, 
bottom).   
 
Figure 6. Npa1p depletion prevents in vivo interactions between Rsa3p, Npa2p and Nop8p. 
Tandem affinity purifications were performed from the indicated strains grown in glucose 
containing medium. Purified proteins were separated by SDS-PAGE and detected by 
Coomassie (panels 1 to 5) or silver staining (panels 6 to 9).  
 
Figure 7. Effects of Npa1p depletion on the efficiency of pre-rRNA co-precipitation with 
Rsa3p-FPZ (A), Npa2p-FPZ (B), Dbp6p-FPZ (C) and Nop8p-FPZ (D). Precipitation 
experiments were carried out with IgG-sepharose beads and extracts from the indicated strains 
of the type GAL::HA-NPA1/PROTEIN Y-FPZ grown in galactose-containing medium (non-
depleted) or shifted 8 hours to glucose-containing medium (depleted), as well as from the 
PROTEIN Y-FPZ (FPZ tag) and the parental BY4742 (No tag) strains grown in glucose-
containing medium as controls. RNAs were extracted from aliquots of the input extracts 
(Input) and from the IgG-sepharose beads after precipitation and washing (IPs). Pre-rRNAs 




Figure 8. Effects of Npa1p depletion on interactions of Rpl3 with pre-rRNAs. Precipitation 
experiments were carried out at 50 mM KCl (A) or 400 mM KCl (B) with anti-HA agarose 
beads and extracts from the GAL::npa1/RPL3-HA strain grown in galactose-containing 
medium (non-depleted) or shifted 16 hours to glucose-containing medium (depleted), as well 
as from the RPL3-HA and the parental BY4742 (No tag) strains grown in glucose-containing 
medium as controls. RNAs were extracted from aliquots of the input extracts (Input) and from 
the anti-HA agarose beads after precipitation and washing (IPs). Pre-rRNAs were analysed by 
Northern using a specific anti-sense oligonucleotide probe.  
 
Figure 9. CRAC analysis of Npa1p binding sites on pre-rRNAs. (A) Sequences of cDNAs 
obtained aligned with the end of the 25S rRNA sequence. (B) Mutations in the cDNAs 
compared to the 25S rRNA sequence (C) Location of the Npa1p and Rpl3 binding sites on the 
25S and 5.8S secondary structures.  
 
Figure 10. Model of protein-protein  interactions within the Npa1p complex.  
 
SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS 
 
Supplementary Figure 1: Scheme of pre-rRNA processing in S. cerevisiae.  
 
Supplementary Figure 2. Depletion of any one complex member has no effect on the steady-
state levels of the other members. Total proteins were extracted from culture aliquots of the 
indicated strains grown in galactose-containing medium (0 h) or transferred 2 to 24 hours in 
glucose-containing medium. The indicated proteins were analysed by Western using anti-HA, 
PAP rabbit or anti-Nhp2p antibodies.  
 
Supplementary Figure 3. Effects of depleting one complex protein on the ability of another 
complex protein to interact with pre-rRNAs. Precipitation experiments were carried out with 
IgG-sepharose beads and extracts from the indicated strains of the type GAL::HA-PROTEIN 
X/PROTEIN Y-FPZ grown in galactose-containing medium (non-depleted) or shifted XXX 
hours to glucose-containing medium (depleted), as well as from the PROTEIN Y-FPZ and the 
parental BY4742 (No tag) strains grown in glucose-containing medium as controls. RNAs and 
proteins were extracted from aliquots of the input extracts (Input) and from the IgG-sepharose 
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beads after precipitation and washing (IPs). Pre-rRNAs were analysed by Northern using a 
specific anti-sense oligonucleotide probe (top part of each panel) while proteins were 
analysed by Western using anti-HA-HRP and PAP rabbit antibodies (bottom part of each 
panel). (A) Effects of depleting Dbp6p on Rsa3p interactions with pre-rRNAs. (B and C) 
Effects of depleting Nop8p on Rsa3p (B) and Npa2p (C) interactions with pre-rRNAs.  
 
Supplementary Figure 4. Western analysis of bait protein precipitation efficiency when 
Npa1p is depleted (refer to Figure 7). Same legend as that of Supplementary Figure 3, except 
that only Western analyses are presented of precipitation experiments performed using strains 
GAL::HA-NPA1/RSA3-FPZ (A), GAL::HA-NPA1/NPA2-FPZ (B), GAL::HA-NPA1/DBP6-
FPZ (C) and GAL::HA-NPA1/NOP8-FPZ (D). 
 
Supplementary Figure 5. Sedimentation profile of Rsa3p, Nop8p and Dbp6p on sucrose 
gradients in the presence (left) and absence (right) of Npa1p. Extracts from wild-type (left, 
NPA1) and GAL::npa1 (right) cells grown in glucose-containing medium have been 
fractionated on a 5-10% sucrose gradient. Top: 254 nm absorbance profile of the collected 
fractions. Note that 80S ribosomes and polysomes are not detected as cycloheximide and 
Mg2+ were omitted. Bottom: Western analysis using specific antibodies of proteins extracted 




Supplementary Table 1. 
 
Strain Primer used (5’-3’) 





































Supplementary Table 1 (continued). 
 
Strain Primer used (5’-3’) 





































SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS 
Sedimentation on sucrose gradients  
 
Yeast cells grown in 400 ml YPD to an optical density of 0.6–0.9 (600 nm) are harvested by 
centrifugation and washed in 4 ml ice-cold H2O (MilliQ). After centrifugation, the pellet is 
washed in 2 ml of buffer containing 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM NaCl. The cell pellet is 
re-suspended in an equivalent volume of buffer containing 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM 
NaCl, 0.1 unit/l RNasin (Promega), protease inhibitors (Roche) and 1 mM DTT. Whole cell 
extracts are prepared by vortexing with glass beads (Sigma). Lysates are cleared briefly at 
9300 g for 5 min followed by a 10 min 9300 g centrifugation (Eppendorf 5415D) to obtain the 
final clarified extracts. To prepare the gradients, 6 ml of a solution of 50 % sucrose, 50 mM 
Tris-HCl pH 7.4, 50 mM NaCl are deposited in polyallomer (dimensions 14 x 89 mm, 
Beckman) ultracentrifugation tubes on top of which are slowly added 5.9 ml of a solution of 
10 % sucrose, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM NaCl. Continuous gradients are formed using 
the «Gradient Master » device (Biocomp). The protein concentration of clarified extracts is 
determined using the Bradford reagent and volumes of extracts corresponding to 1 mg of 
proteins are loaded on gradients. Gradients are centrifuged in a SW41 rotor (Beckman) in a 
Beckman Optima L-100 XP ultracentrifuge during 2 h 30 min at 39000 rpm, 4°C. Positions of 
40S and 60S ribosomal subunits in the gradient are determined by detection of the absorbance 
at 254 nm using the ISCO UA-6 gradient fraction collector. 23 500 μl fractions are collected. 
200 l of each fraction are precipitated with 800 l of 25 % trichloroacetic acid in the 
presence of 1.2 l of glycogen (20 g/l). After 20 min on ice, samples are centrifuged 15 
min at 4°C and 16,000 g in a microcentrifuge (Eppendorf 5415D). The supernatants are 
removed, and the pellets are washed once with 1 ml acetone and centrifuged 5 min at 4°C. 
Pellets are dried and re-suspended in 30 μl of loading buffer (19.5 μl H2O, 7.5 μl NuPAGE 
LDS sample buffer 4 X, 3 μl NuPAGE sample reducing agent 10 X, Life Technology). 
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Au cours de ma thèse, j’ai étudié un complexe de cinq protéines non-ribosomiques 
impliquées dans les étapes précoces de la formation de la grande sous unité ribosomique. Les 
études précédentes avaient permis de montrer que Npa1p, Dbp6p, Nop8p et Rsa3p co-
précipitaient avec Npa2p (12). De plus, par des expériences de gel filtration effectuées à partir 
d’extraits totaux, il avait été montré que ces cinq protéines pouvaient être présentes dans un 
même complexe d’environ 600 kDa indépendamment de la présence d’ARN. Les objectifs de 
ma thèse étaient de déterminer si les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p, Dbp6p et Rsa3p 
forment effectivement un complexe en dehors des pré-ribosomes, de caractériser les 
interactions protéine/protéine au sein du complexe, déterminer sa structure et d’étudier les 
fonctions de ces protéines.  
 
I. Mise en évidence de l'existence du complexe par purification d'affinité 
 
Si les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p, Dbp6p et Rsa3p forment un complexe au sein 
des particules pré-ribosomiques, elles doivent être associées aux mêmes particules pré-
ribosomiques. Par des expériences d’immunoprécipitations des protéines Nop8p-FPZ, Dbp6p-
FPZ ou Rsa3p-FPZ suivies d’analyses par Northern-blot des pré-ARNr co-précipités, nous 
avons mis en évidence que Nop8p, Dbp6p et Rsa3p sont associées aux pré-ARNr 35S, 32S et 
27SA2 et qu’elles sont donc des composants des particules 90S et pré-60S précoces. Ces 
protéines font donc partie des mêmes particules pré-ribosomiques que Npa1p et Npa2p, dont 
l’association avec ces particules avait déjà été démontrée.  
Pour établir que les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p, Dbp6p et Rsa3p forment un/des 
complexe(s), nous avons tenté de le/les purifier. Un protocole de purification du complexe a 
pu être mis au point. Celui-ci comprend l'utilisation d'une forte concentration de MgCl2 pour 
dissocier le complexe des particules pré-ribosomiques, deux étapes d’ultracentrifugation pour 
précipiter les particules de haut poids moléculaire, dont les particules pré-ribosomiques, 
suivies d'une purification d’affinité en tandem. Ces expériences ont été effectuées avec les 
protéines du complexe potentiel utilisées comme appât, et ont permis de montrer que Npa1p, 
Npa2p, Nop8p et Rsa3p forment un complexe qui persiste une fois dissocié des particules pré-
ribosomiques. L’hélicase Dbp6p interagit avec ce complexe, mais de façon labile car elle en 
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est dissociée en présence de 100 mM MgCl2. Lorsque la concentration en MgCl2 est abaissée 
à 10 mM, les 4 autres protéines du complexe sont co-purifiées avec Dbp6p.  
Il est maintenant nécessaire d’analyser les échantillons purifiés avec chaque appât par 
spectrométrie de masse. Cela permettrait de déterminer la stœchiométrie des protéines du 
complexe.  
L'utilisation d’une souche exprimant un mutant thermosensible de la protéine Rrn3p, 
un facteur nécessaire au recrutement de l’ADN polymérase I, a permis de prouver que Npa1p, 
Npa2p, Dbp6p et Nop8p étaient associées avec Rsa3p indépendamment de la présence de pré-
ribosomes. Ceci suggère que ces protéines peuvent former un complexe en dehors des 
particules pré-ribosomiques et que vraisemblablement, ce complexe se forme préalablement à 
son intégration dans les particules pré-ribosomiques 90S.  
 
II. Structure du complexe 
 
Les échantillons issus des purifications d'affinité en tandem effectuées via l'appât 
Rsa3p-FPZ ont été observés par microscopie électronique à transmission en coloration 
négative. Les complexes purifiés sont de deux types. La première population est composée de 
particules d’environ 20 nm de diamètre alors que la deuxième population est constituée de 
particules de 10 nm de diamètre environ. Afin de s’affranchir de cette hétérogénéité, nous 
avons ajouté au protocole de purification mis au point une étape de chromatographie 
d’exclusion. Cette expérience a montré qu'une partie des protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p et 
Rsa3p étaient éluées ensemble de la colonne, suggérant très fortement qu'elles forment un 
complexe. Certaines fractions d'élution contiennent uniquement Npa1p, Npa2p et Rsa3p, 
montrant que ces protéines peuvent s'associer en l'absence de Nop8p et Dbp6p. Ces fractions 
doivent ensuite être observées par microscopie électronique. Le but à moyen terme est de 
résoudre la structure du complexe par cryo-microscopie électronique ou par cristallographie. 
Pour les études en microscopie électronique, il semble nécessaire d’augmenter la 
concentration des complexes élués afin d’effectuer une analyse permettant d’obtenir une 
première structure à basse résolution. Avec les anticorps produits, il sera alors possible de 
localiser sur la structure la position des différentes protéines, comme cela a pu être réalisé 
avec la structure de la particule pré-60S tardive (36). Il serait intéressant d’analyser par 
microscopie électronique la structure des complexes partiels dépourvus d’une protéine, en les 
comparant avec les complexes entiers. Par ailleurs, il serait possible d’effectuer des tests de 
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cristallisation des protéines recombinantes en collaboration avec l’équipe de Sébastien 
Fribourg à Bordeaux. Le complexe pourrait être reconstitué in vitro, et une structure haute 
résolution pourrait être obtenue. 
Pour déterminer l’effet de l’absence de l’un des membres du complexe sur 
l’accumulation des autres membres et sur la capacité des membres restants à s’associer entre 
eux, nous avons construit des souches de levure exprimant de manière conditionnelle un gène 
codant l’un des membres du complexe et une forme étiquetée FPZ d’une autre protéine du 
complexe. L’inhibition de production de Npa1p, Npa2p, Dbp6p ou Nop8p n’a pas d’effet sur 
l’accumulation des membres restants. Par ailleurs, en utilisant le protocole de purification de 
complexes décrit précédemment, nous avons montré qu’en l'absence de Npa2p, Dbp6p ou 
Nop8p, Rsa3p-FPZ peut toujours interagir avec les membres restants du complexe. En 
revanche, l’absence de Npa1p empêche totalement les interactions entre Npa2p, Nop8p et 
Rsa3p. Cela nous a permis de proposer que Npa1p, la plus grosse protéine du complexe (203 
kDa), constitue la colonne vertébrale du complexe sur laquelle se fixent Npa2p, Nop8p et 
Rsa3p. Ce modèle est conforté par les résultats préliminaires d'études des interactions 
protéine/protéine qui s’établissent entre les membres du complexe. La production chez E. coli 
et la purification de formes étiquetées HIS et/ou GST des protéines du complexe ont été 
réalisées. Les interactions protéine/protéine directes qui s’établissent entre les membres du 
complexe ont commencé à être analysées par GST pull-down. Les premiers résultats 
indiquent que la protéine recombinante HIS-Dbp6p interagit directement avec les protéines 
GST-Npa1p et GST-Npa2p, mais pas avec GST-Nop8p ou GST-Rsa3p et que HIS-Rsa3p 
interagit directement avec GST-Npa1p. Toutes les autres combinaisons d'interactions doivent 
encore être testées. Ces tests d’interactions in vitro vont nous permettre de déterminer quelles 
protéines interagissent directement au sein du complexe, et ainsi identifier de potentiels co-
facteurs éventuels qui stimuleraient l’activité enzymatique de l’hélicase Dbp6p. Les domaines 
des protéines requis pour les interactions protéine/protéine directes seront déterminés par la 
même approche de précipitation in vitro, en utilisant des formes tronquées des protéines.  
Ces interactions protéine/protéine pourraient également être testées en fin de 
purification d’affinité des complexes à partir d’extraits de levure. Des tampons contenant des 
concentrations salines croissantes pourraient être appliqués sur la colonne anti-HA avant 
l’élution avec le peptide HA compétiteur. Les protéines liées fortement, directement ou 
indirectement, avec la protéine appât serait retenues sur la colonne alors que les protéines dont 
l’association à la protéine appât est sensible aux sels, seraient éliminées.  
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III.  Interactions des membres du complexe avec les pré-ARNr 
 
Des expériences d’immunoprécipitation indiquent que Npa2p et Rsa3p ne peuvent 
plus interagir avec les pré-ARNr 35S et 27SA2 en l’absence de Npa1p. Ce résultat est 
confirmé dans le cas de Rsa3p par les expériences de sédimentation sur gradient. En revanche, 
des expériences d’immunoprécipitation indiquent que Nop8p peut toujours interagir avec ces 
pré-ARNr en l’absence de Npa1p, une conclusion confortée par les expériences de 
sédimentation sur gradient. Le cas de Dbp6p est plus complexe. Les pré-ARNr 35S et 27SA2 
ne sont plus co-précipités avec Dbp6p étiquetée FPZ en l’absence de Npa1p à 200 mM KCl et 
5 mM MgAc, alors que la sédimentation sur gradient de Dbp6p (effectuée dans un tampon 
sans Mg2+ contenant 50 mM NaCl) n’est pas modifiée par l’absence de Npa1p. Ces résultats 
suggèrent que Npa1p n’est pas essentielle pour le recrutement de Dbp6p dans les particules 
pré-ribosomiques mais qu’en son absence, l’association de Dbp6p avec ces particules est 
fortement déstabilisée.  
Des expériences d’immunoprécipitations ont aussi été effectuées pour tester l'effet de 
l’absence des protéines Nop8p et Dbp6p sur l’interaction des autres membres du complexe 
avec les pré-ARNr. L’absence de la protéine Nop8p réduit fortement l’efficacité de co-
précipitation des pré-ARNr 35S, 32S et 27SA2 avec les protéines appâts Rsa3p-FPZ ou 
Npa2p-FPZ. La même expérience doit être réalisée avec l’appât Npa1p-FPZ. La perte 
d’expression de Dbp6p quant à elle affecte également l’efficacité de co-précipitation des pré-
ARNr avec Rsa3p-FPZ, mais dans une moindre mesure. Les expériences avec les autres 
protéines appâts doivent être réalisées. Nous en avons conclu que Nop8p favorise la fixation 
et/ou la rétention du complexe au sein des particules pré-ribosomiques 90S initiales.  
Nous envisageons donc le mode suivant de recrutement des membres du complexe 
dans les particules 90S. Dans la mesure où les protéines Npa1p, Npa2p, Nop8p et Dbp6p 
peuvent interagir avec Rsa3p lorsque la transcription Pol I est inhibée, il est probable que ces 
protéines s’assemblent en complexe préalablement à leur recrutement conjoint dans les 
particules 90S. Des interactions directes entre le pré-ARNr et Npa1p, Dbp6p (qui interagit 
avec l’ARN in vitro) et Nop8p (qui contient un domaine putatif de liaison à l’ARN de type 
RRM) participent à ce recrutement et/ou la stabilisation du complexe au sein des particules 
90S. En l’absence de Npa1p, Npa2p et Rsa3p ne peuvent plus s’intégrer dans les particules 









Figure 90: Les hélices situées à la base des domaines des ARNr 25S et 5.8S sont regroupées dans 
la sous unité 60S mature. D’après (6) 
(A) Structure secondaire de l’ARNr 5.8S et des domaines I, II, III, IV, V et VI de 
l’ARNr 25S colorés respectivement en noir, rouge, orange, jaune, vert, bleu et 
violet. Les hélices à la base des domaines sont encadrées. Les sites de fixation de 
Rpl3 et Npa1p sont indiquées respectivement en bleu et rouge. 
(B) Orientation spatiale des hélices encadrées dans la structure tertiaire de la sous unité 
mature 60S. 
(C) Localisation de Rpl3 par rapport à la base des hélices 
215 
 
capacité à fixer directement le pré-ARNr. Cependant, l’association de Dbp6p avec les 
particules 90S est fortement déstabilisée en l’absence de Npa1p (voir Figures 91 et 92).  
 
IV.  Etude de l’importance du complexe Npa1p pour l’assemblage de la protéine 
ribosomique Rpl3 et de l’hélicase Dbp7p au sein des particules pré-
ribosomiques 
 
Comme précisé dans l’introduction, des liens génétiques ont été mis en évidence entre 
les gènes codant les protéines du complexe, les hélicases Dbp7p et Dbp9p et la protéine 
ribosomique Rpl3 de la grande sous unité ribosomique (12). Rpl3 est la protéine la plus large 
de la grande sous unité 60S (438 kDa). Son intégration correcte est cruciale dans la mesure où 
elle conditionne l’assemblage de toutes les autres protéines ribosomiques de la grande sous 
unité (6). Nous avons émis l’hypothèse que le complexe Npa1p-Npa2p-Nop8p-Dbp6p-Rsa3p 
était impliqué dans le recrutement et/ou le bon assemblage et la stabilisation de la protéine 
Rpl3 et/ou des facteurs Dbp7p et Dbp9p au sein des particules pré-ribosomiques 90S. Nos 
résultats montrent que Npa1p n’est requise ni pour le recrutement de Rpl3 et Dbp7p dans les 
particules pré-ribosomiques 90S, ni pour la stabilité de leur association avec les particules 90S 
et pré-60S précoces. Bien que Rpl3 et Dbp7p puissent s’intégrer dans les particules 90S en 
l’absence de Npa1p, cette intégration n’est pas nécessairement correcte. Le rôle de Npa1p 
dans le recrutement de Dbp9p reste encore à élucider.  
 
V. Rôle du complexe Npa1p dans la compaction du cœur de l’ARNr 25S ? 
 
En raison de son rôle central au sein du complexe, nous avons initié une étude visant à 
déterminer le site de fixation de Npa1p sur le pré-ARNr par l’approche de CRAC (UV Cross-
linking and analysis of cDNA). Cette technique consiste à fixer de façon covalente les 
protéines à leur partenaire ARN par une irradiation aux UV, purifier la protéine appât 
d’intérêt liée à sa cible ARN dans des conditions fortement dénaturantes et comportant une 
étape de dégradation partielle des ARN, et à séquencer les ADNc des fragments d’ARN 
purifiés (229). L’approche CRAC a déjà permis de localiser les sites d’interaction au sein des 
pré-ARNr de nombreux facteurs de maturation des particules pré-ribosomiques (106). Les 
résultats préliminaires issus du séquençage d’un nombre restreint de clones, suggèrent un site 
de fixation préférentiel de Npa1p proche de l’extrémité 3’ de l’ARNr 25S. Dans la structure 
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de l’ARNr 25S de la grande sous unité mature, ce site est situé au sein d’une courte hélice, qui 
comprend également un site de fixation pour la protéine ribosomique Rpl3 (Figure 90). Rpl3 
interagit aussi avec l’extrémité 5’ de l’ARNr 5.8S qui forme une autre courte hélice avec une 
séquence de l’ARNr 25S. Ces deux courtes hélices à la base des domaines de structure 
secondaire I et VI de l’ARNr 25S sont regroupées dans la structure de la sous unité 60S 
mature avec les hélices à la base des quatre autres grands domaines de l’ARNr 25S (II, III, IV 
et V). Il est proposé que le regroupement de ces hélices est un évènement crucial pour initier 
le repliement correct des précurseurs des ARNr 25S et 5.8S et que Rpl3, en interagissant avec 
les hélices à la base des domaines I et VI, pourrait contribuer à ce regroupement (6). Il est 
donc tentant de proposer que le complexe contenant Npa1p, à défaut d’être requis pour le 
recrutement de Rpl3, pourrait collaborer avec cette dernière pour assurer cette compaction. 
Les hélicases Dbp7p et Dbp9p pourraient également participer à ce processus.  
Pour conforter cette hypothèse, il s’agit maintenant d’identifier les sites de fixation de 
Npa1p sur l’ARNr d’une manière plus exhaustive, par séquençage haut débit, et de déterminer 
les sites de fixation de Npa2p, Dbp6p, Nop8p, Rsa3p, Dbp7p et Dbp9p sur le pré-ARNr par la 
même approche de CRAC. Si le modèle proposé d’un rôle du complexe contenant Npa1p 
dans la compaction de la structure de l’ARNr 25S est correct, on peut s’attendre à ce que les 
sites de fixation des autres membres du complexe et/ou les hélicases Dbp7p et Dbp9p, soient 
localisés au niveau ou à proximité de la base des domaines II, III, IV et V de l’ARNr 25S. 
L’effet de l’absence du complexe contenant Npa1p, de Dbp7p ou Dbp9p sur la structure du 
pré-ARNr 35S contenu dans les particules 90S pourrait aussi être testé. Ces particules seraient 
purifiées par chromatographie d’affinité en tandem via Nop4p-FPZ, facteur non-ribosomique 
présent dans les particules 90S, à partir de cellules de levure exprimant ou non Npa1p, Dbp7p 
ou Dbp9p. La structure de l’ARN présent dans les particules purifiées serait ensuite sondée 
par la technique de SHAPE. Cette technique consiste à traiter les particules purifiées avec un 
agent acylant (1M7) qui réagit avec les 2’OH des riboses situés dans des régions flexibles. La 
présence de la modification est ensuite détectée par transcription inverse, car elle induit un 
arrêt de la synthèse d’ADNc par la transcriptase inverse au niveau du nucléotide modifié. 
Npa1p, Dbp7p ou Dbp9p pourraient aussi directement ou indirectement, être requis 
pour le recrutement et/ou la stabilisation d’autres facteurs de maturation au sein des particules 
90S. Ceci pourrait être testé en identifiant la composition des particules purifiées comme 















Figure 91: Modèle d’intégration du complexe Npa1p-Npa2p-Dbp6p-Nop8p-Rsa3p 
avec les pré-ribosomes. 
Le complexe est recruté au niveau des particules pré-ribosomiques 90S. L’ordre 
d’association entre Rpl3, Dbp7 et le complexe n’a pas été déterminé. Le complexe se 
localiserait à proximité de l’extrémité 3’ de l’ARNr 25S, et à proximité de Rpl3. Nous 
proposons que l’activité enzymatique (ici ATPase) de Dbp6p participe en collaboration 




Dbp9p pourrait aussi modifier les sites d’interactions avec le pré-ARNr des facteurs de 
maturation qui peuvent toujours s’intégrer dans les particules 90S. Ceci serait évalué par 
l’approche de CRAC.  
 
VI.  Rôles des activités enzymatiques des hélicases Dbp6p, Dbp7p et Dbp9p 
 
Nous avons pu montrer que Dbp6p avait la capacité de lier l’ATP et l’ARN in vitro. 
De plus, Dbp6p possède une activité ATPase qui est stimulée par l’ajout d’un substrat 
d’ARN. L’activité mesurée est cependant plus faible que celle de la protéine Prp43p (Lebaron 
et al., 2009). Il est possible que cette activité soit stimulée par la présence d’un co-facteur. 
Des tests ATPase effectués en incubant Dbp6p avec les autres protéines recombinantes 
membres du complexe, séparément ou en combinaisons, doivent ainsi être réalisées. Nous 
avons également montré que Dbp6p ne présentait pas d’activité hélicase in vitro en l’absence 
de partenaires protéiques. Deux hypothèses sont possibles. Soit Dbp6p n’a pas d’activité 
hélicase, soit elle nécessite l’interaction avec un ou plusieurs co-facteurs, ce qui sera testé 
prochainement. Dbp9p, quant à elle, montre des activités ATPase et hélicase in vitro, sans 
ajout de protéine partenaire (Kikuma et al 2004). Les activités enzymatiques de Dbp7p n’ont 
pas encore été testées in vitro.  
Il est tentant de proposer que les activités enzymatiques (ATPase et/ou hélicase) de 
Dbp6p, Dbp7p et/ou Dbp9p pourraient participer à un remodelage de la conformation des pré-
ribosomes autour du/des sites de fixation du complexe Npa1p, remodelage qui faciliterait la 
compaction du cœur de l’ARNr 25S. Les partenaires de Dbp6p au sein du complexe 
pourraient être requis non seulement pour faciliter l’intégration correcte de Dbp6p dans les 
pré-ribosomes, mais également pour moduler son activité enzymatique. Pour évaluer ces 
hypothèses, des souches de levure exprimant de manière conditionnelle, à l’aide du promoteur 
GAL, les protéines Dbp6p, Dbp7p, Dbp9p ou les partenaires directs de Dbp6p seront 
transformées avec des plasmides exprimant des versions mutées de ces facteurs, dont les 
activités enzymatiques ou leur capacité à interagir avec Dbp6p, sont abolies. L’incidence de 
l’expression des formes mutées de ces facteurs en l’absence des formes sauvages sur la 
composition et la structure des particules 90S sera évaluée en utilisant les approches de 













Figure 92: Effets de l’absence de Npa1p sur l’intégration des autres membres du 
complexe, de Dbp7p et de la protéine ribosomique Rpl3. 
En absence de Npa1p, le complexe est déstabilisé. Les protéines Npa2p et Rsa3p ne 
s’associent pas aux particules 90S. Dbp6p, Nop8p, Rpl3 et Dbp7p sont toujours capables 
de s’associer, mais l’association de Dbp6p est fortement déstabilisée. L’impact sur le 




L’ensemble des données collectées au cours de ma thèse, nous a permis de proposer un 
premier modèle du mode d’intégration du complexe dans les particules pré-ribosomiques, et 
proposer un rôle dans le remodelage des pré-ARNr (Figure 91 et 92).  
 
VII. Purification des particules pré-60S précoces en vue de la détermination de 
leur structure 
 
En raison de leur caractère très dynamique et de la difficulté à les purifier, les structures des 
particules pré-ribosomiques aux stades très précoces de maturation n’ont pas encore été 
déterminées. La résolution de ces structures est cruciale pour une meilleure compréhension du 
processus d’assemblage des ribosomes. Les protéines du complexe Npa1p-Npa2p-Nop8p-
Dbp6p-Rsa3p sont toutes impliquées dans les étapes précoces de la maturation de la grande 
sous unité ribosomique. Elles constituent des appâts permettant de purifier la particule pré-
60S précoce. J’ai ainsi commencé à mettre en place un protocole de purification permettant de 
purifier ces particules pré-ribosomiques. Les données obtenues suggèrent qu’il y a co-
purification de particules pré-60S précoces avec de plus petites structures qui pourraient 
correspondre au complexe que j’étudie au cours de ma thèse. Afin de pouvoir effectuer une 
étude structurale et débuter une analyse d’images, il est nécessaire d’augmenter la 
concentration en particules pré-60S. De plus, il faudrait disposer d’une population homogène 
de particules. Pour cela, une étape de chromatographie d’exclusion effectuée après la 
purification d’affinité en tandem pourrait être réalisée. La résolution de la structure 
permettrait de localiser le complexe à l’intérieur de la particule pré-60S précoce. L’hypothèse 





























Matériels et méthodes 
 
Construction des souches de levure et milieux 
 
Toutes les souches de levure utilisées dans cette étude sont dérivées de la souche de 
S.cerevisiae BY4742 (Euroscarf) provenant du fond génétique S288C (MATα his3Δ1 leu2Δ0 






Les souches exprimant Npa1p-FPZ, Npa2p-FPZ, Nop8p-FPZ, Dbp6p-FPZ et Rsa3p-FPZ ont 
été obtenues de la façon suivante. La cassette contenant le gène codant l’étiquette FPZ a été 
amplifiée par PCR à partir du plasmide p1351539 (6) contenant un gène de sélection URA3. 
Les amorces utilisées pour ces PCR sont de deux types. Dans le sens 5’-3’, les amorces 
forward sont composées de l’extrémité 3’ de l’ORF codant la protéine d’intérêt, à laquelle 
s’ajoute une séquence de complémentarité de la partie 5’ de la cassette FPZ. Dans le sens 3’-
5’, les amorces reverses sont composées d’une séquence de complémentarité de la partie 3’ de 
la cassette URA3 à laquelle s’ajoute une séquence correspondant à une partie située en aval 




Ces cassettes sont ensuite intégrées dans le génome de la souche sauvage BY4742 par 
recombinaison homologue. L’étape d’intégration est sélectionnée sur milieu minimum YNB 
(Yeast Nitrogen Base) sans uracile. 
Deux souches exprimant respectivement Dbp7p étiquetée HA et Rpl3 étiquetée HA ont été 
construites comme suit : la souche BY4742 a été transformée par des fragments PCR  produits 






Les souches exprimant le gène codant une protéine sous le contrôle du promoteur GAL ont 
été générées de la façon suivante. La cassette contenant le gène codant le promoteur GAL a 
été amplifiée par PCR à partir du plasmide pFA6a-KanMX6-PGAL1-3HA. Les amorces 
utilisées pour ces PCR sont de deux types. Dans le sens 5’-3’, les amorces forward sont 
composées d’une séquence située à l’extrémité 3’ du promoteur du gène d’intérêt, à laquelle 
s’ajoute une séquence de complémentarité de la partie 5’ de la cassette KanMX6. Dans le sens 
3’-5’, les amorces reverses sont composées d’une séquence de complémentarité de la partie 5’ 
de l’ORF d’intérêt à laquelle s’ajoute une séquence correspondant à la partie 3’ de l’ORF 




Ces cassettes sont ensuite intégrées dans le génome des souches exprimant Npa1p-FPZ, 
Npa2p-FPZ, Nop8p-FPZ, Dbp6p-FPZ et Rsa3p-FPZ. La sélection se fait sur milieu minimum 
YNB avec la généticine G418 (Gibco). 
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Pour les expériences de CRAC, le gène codant la protéine Npa1p est étiqueté en position C-
terminale avec HTP (His6-TEV-2xProtéine A), puis intégré dans le génome de la souche 




Récolte des cultures de levure  
 
Les cultures de levure ont été cultivées à 30°C sous agitation dans du milieu riche YP (Yeast 
Peptone) additionné de 2% de glucose comme source de carbone, ou de 2% de galactose. Les 
cellules sont récoltées pendant la phase exponentielle de croissance, lorsque la densité optique 
à 600 nm est comprise entre 0.6 et 0.8.  
Pour les expériences d’immunoprécipitations, 1 litre de culture d’une souche de levure 
exprimant la protéine appât est centrifugé pendant 5 minutes à 5000 rpm, 4°C (rotor JLA 
8.100 Beckman). Le culot est resuspendu dans 300 ml d’eau milliQ froide, puis centrifugé  
pendant 5 minutes à 5000 rpm, 4°C. Le culot est ensuite resuspendu dans 10 ml d’eau milliQ 
et centrifugé pendant 3 minutes à 4000 rpm, 4°C. 
Pour les expériences de purifications, 12 à 25 litres de culture d’une souche de levure 
exprimant la protéine appât sont centrifugés 5 minutes à 5000 rpm, 4°C. Les culots sont 
resuspendus dans 25 ml d’eau milliQ, puis centrifugé 10 minutes à 2600 rpm, 4°C. Ils sont 
ensuite resuspendus dans un volume égal de tampon de resuspension préparé 
extemporanément (1,2 % PVP-40, 20 mM Hepes pH 7.4, 1 mM DTT, avec une pastille d’un 
cocktail d’inhibiteurs de protéases Roche complete EDTA-free). La suspension est transférée 
dans des seringues bouchées et placées dans des tubes falcon de 50 ml puis centrifugée 15 
minutes à 4°C à 2300 rpm. Le culot de levure est éjecté à l’aide du piston hors de la seringue, 
formant ainsi des « spaghettis de levure » qui sont congelés instantanément dans un tube 
contenant de l’azote liquide. Les spaghettis de levure vont ensuite subir une étape de broyage. 
Les parois des levures sont cassées en utilisant un broyeur planétaire (PM 100 Retsch) à la 





Extraction de protéines et analyse par Western-blot  
 
Les extraits protéiques totaux utilisés pour les analyses par Western blot des expériences de 
perte d’expression d’une protéine ont été préparés de la manière suivante : l’équivalent de 10 
ml de culture de cellules de levures est collecté à D0600 0.4, puis resuspendu dans un tube 
eppendorf avec 100 µl d’eau milliQ contenant 100 µl de billes en verre (Sigma) et 20 µl 
d’acide trichloroacétique (TCA) 100% (Sigma). Les cellules sont ensuite cassées avec un 
vortex pendant 6 minutes à 4°C. 1 ml de TCA 5% est ensuite ajouté. L’extrait est vortéxé 
pendant 30 secondes puis centrifugé pendant 15 minutes à 13000 rpm, 4°C. Le culot est repris 
dans 80 µl de tampon SDS 2X (100 mM Tris-HCl pH 8.0, SDS 4%, glycérol 20%, bleu de 
bromophénol 0.04%, 200 mM DTT) puis 20 µl de Tris-HCl 1M pH 9.5. Les échantillons sont 
ensuite chauffés pendant 5 minutes à 80°C, vortéxés 5 minutes à 4°C, chauffés à nouveau 
pendant 5 minutes à 80°C, puis centrifugés pendant 5 minutes à 13000 rpm, 4°C. Le 
surnageant est ensuite prélevé. Les protéines contenues dans le surnageant ont été séparées sur 
gel SDS-polyacrylamide 10% et transférées O.N à 20V sur des membranes Hybond-C extra 
(GE Healthcare).  
Les élutions protéiques des expériences de purifications sont précipitées avec un autre 
protocole. Pour chaque élution de 200 µl sont ajoutés 45 µl de TCA, 30 µl de déoxycolate et 
25 µl d’eau milliQ. Les échantillons sont ensuite vortéxés 1 minute, placés 10 minutes dans la 
glace, puis centrifugés 10 minutes à 14000 rpm, 4°C. Le culot est ensuite lavé avec 100 µl 
d’acétone, vortexé  1 minute, puis centrifugé 10 minutes à 14000 rpm, 4°. Le culot est ensuite 
resuspendu dans 13 µl d’eau milliQ, 5 µl de tampon de charge (Invitrogen) et 2 µl d’agent 
réducteur (Invitrogen). Les échantillons sont vortéxés puis dénaturés 5 minutes à 95°C. Les 
protéines sont séparées par électrophorèse sur un gel SDS polyacrylamide dont la 
concentration d’acrylamide est croissante de 4-12% (minigel bis-Tris Novex NuPAGE 4-12% 
Invitrogen). Les gels sont ensuite baignés dans une solution d’instant blue (Expedeon), puis 
colorés au nitrate d’argent (Kit Eurogentec). 
Pour les expériences de Western-blot, les protéines sont transférées O.N. à 20V sur des 
membranes Hybond-C extra (GE Healthcare) après l’étape de migration sur gel. Les 
membranes sont ensuite saturées pendant 1 heure dans du tampon PBS-Tween (137 mM 
NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 0.5% Tween 20)  contenant 5% (poids/volume)  de lait 
(Régilait écrémé). L’étiquette 3HA a été détectée avec un anticorps anti-HA couplé à la 
péroxydase (HRP) (Clone 3F10, Roche) dilué au 1 : 1000 dans du tampon PBS-Tween 
contenant 5% de lait pendant 1 heure. Après incubation avec l’anticorps, les membranes sont 
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lavées quatre fois 10 minutes avec du PBS-Tween contenant 1% de lait, puis les signaux sont 
révélés avec le réactif ECL (GE Healthcare). L’étiquette FPZ a été détectée avec un complexe 
PAP dilué au 1 : 10000 dans du tampon PBS-Tween contenant 5% de lait pendant 1 heure. 
Après incubation avec l’anticorps, les membranes sont lavées quatre fois 10 minutes avec du 
PBS-Tween contenant 1% de lait, puis les signaux sont révélés avec de l’ECL. L’étiquette 
anti-Nhp2p a été détectée avec un anticorps primaire anti-Nhp2p dilué au 1 : 5000 dans du 
tampon PBS-Tween contenant 5% de lait pendant 1 heure. Les membranes ont été lavées 
quatre fois 10 minutes dans du tampon PBS-Tween contenant 1% de lait, puis elles ont été 
incubées pendant 30 minutes avec un anticorps secondaire anti-lapin conjugué à la HRP 
(Promega). Les signaux ont été révélés par ECL. 
 
Extraction d’ARN  
 
L’extraction des ARN totaux des expériences d’immunoprécipitation se fait comme suit : 
1/10ème de la suspension avant l’incubation avec les billes est ajouté à du tampon A200 KCl 
additionné de 1 mM de DTT, une pastille d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases complete 
EDTA-free (Roche), 0.1 U/µl de RNasin (Promega) pour un volume total de 100 µl. 4 µl de 
glycogène (Roche) à 20 mg/ml sont ajoutés, ainsi que 200 µl de guanidium isothiocyanate à 4 
M, 150 µl de 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 100 mM NaAc, 225 µl de phénol 
et 225 µl de chloroforme. Les tubes sont vortéxés puis incubés pendant 5 minutes à 65°C, 
vortéxés puis centrifugés pendant 5 minutes à 13000 rpm, 4°C. 400 µl de phase aqueuse sont 
extraits, puis ajoutés à un volume équivalent d’un mélange phénol/chloroforme. Les tubes 
sont vortéxés puis centrifugés pendant 5 minutes à 13000 rpm, 4°C. 380 µl de phase aqueuse 
sont extraits, puis ajoutés à un volume équivalent d’un mélange phénol/chloroforme. Les 
tubes sont vortéxés puis centrifugés pendant 5 minutes à 13000 rpm, 4°C. 300 µl de phase 
aqueuse sont ajoutés à 1 ml d’éthanol 100%, puis sont précipités O.N.  
L’extraction des ARN associés aux protéines d’intérêt se fait par addition sur les billes de 160 
µl de guanidium isothiocyanate à 4 M, 4 µl de glycogène à 20 mg/ml, 80 µl de 10 mM Tris-
HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 100 mM NaAc, 120 µl de phénol et 120 µl de chloroforme. 
Les tubes sont vortéxés puis incubés pendant 5 minutes à 65°C, vortéxés puis centrifugés 
pendant 5 minutes à 13000 rpm, 4°C. 240 µl de phase aqueuse sont extraits, puis ajoutés à un 
volume équivalent d’un mélange de phénol/chloroforme. Les tubes sont vortéxés puis 
centrifugés pendant 5 minutes à 13000 rpm, 4°C. 240 µl de phase aqueuse sont ajoutés à 750 
µl d’éthanol 100%, puis sont précipités O.N.  
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Après la précipitation O.N, les tubes sont centrifugés pendant 30 minutes à 13000 rpm, 4°C. 
Le culot est resuspendu dans 700 µl d’éthanol 70%, puis la suspension est centrifugée 10 
minutes à 13000 rpm, 4°C. Le culot est séché à température ambiante, puis resuspendu 




Analyse par Northern blot 
 
Un gel d’agarose 1.2 % est préparé dans du tampon BPTE 1X (10 mM PIPES, 30 mM BIS-
TRIS et 1 mM EDTA). 4 µl d’échantillon d’ARN sont mélangés à un tampon contenant du 
glyoxal (6 ml DMSO, 2 ml de glyoxal déionisé, 600  µl de glycérol 80%, 40 µl de Bromure 
d’éthidium 10 mg/ml, 1.2 ml de tampon BPTE 10X). Les échantillons sont vortéxés puis 
incubés 1 heure à 55°C. Les tubes sont placés 10 minutes dans la glace, puis les échantillons 
d’ARN sont déposés sur le gel d’agarose polymérisé et migrent pendant environ 16 heures à 
40V. Le gel subit ensuite une série de lavages. Le gel est d’abord baigné 10 minutes dans de 
l’eau milliQ, 20 minutes dans 500 ml de NaOH  75 mM, 5 minutes dans de l’eau milliQ, deux 
fois 15 minutes dans 1 litre de tampon 0.5M Tris-HCl pH 7.4 et 1.5M NaCl, 5 minutes dans 
de l’eau milliQ, puis 20 minutes dans du tampon 10 X SSC (Euromedex). Les ARN sont 
ensuite transférés sur une membrane Amersham Hybond N+ (GE Healthcare) O.N. 
Les ARN transférés sur la membrane sont ensuite pontés à la membrane dans un four UV à 
0.124 Joules. La membrane est ensuite incubée 2 heures à 42°C dans un tube à hybridation 
contenant 10 ml tampon de pré hybridation (Rapid-Hyb buffer GE-Healthcare). La sonde 
23S1 (10 µM) est incubée pendant 30 minutes à 37°C avec 2 µl de tampon de réaction A 10X 
(Fermentas), 11 µl d’eau milliQ, 5µl de Ɣ 32P ATP et 1 µl de T4 PNK (Fermentas). La 
réaction est stoppée en ajoutant 1 µl de 0.5M d’EDTA, pH 8.0 et 29 µl d’eau milliQ. La 
solution est centrifugée dans des colonnes d’exclusion (Biorad) pendant 4 minutes à 1000 g, 
puis ajoutée au tube contenant la membrane. L’hybridation se fait O.N à 37°C. Les signaux 
sont ensuite révélés par autoradiographie. 
 
Gradients de sucrose  
 
Les gradients de sucrose sont préparés dans des tubes SW41 en polyallomer (14x89 mm, 
Beckman) compatibles avec le rotor SW41 (Beckman). Une solution de 6 ml constituée de 
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sucrose 50%, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM NaCl est coulée dans les tubes, sur lesquels 
sont ajoutés 5.9 ml d’une solution constituée de sucrose 10%, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 
mM NaCl. Les gradients sont formés grâce à un formateur de gradients (Biocomp). 
L’équivalent de 1 mg d’extrait protéique est déposé sur chaque gradient de sucrose. Les tubes 
sont ensuite équilibrés deux à deux puis placés dans des godets mobiles du rotor SW41, puis 
centrifugés pendant 2 heures 30 à 39000 rpm 4°C sans frein. 23 fractions de 500 µl sont 
récoltées grâce au collecteur de fractions Foxy Isco UA-6 couplé à un détecteur associé à un 




Des culots de cellules de levure correspondant à environ 1 litre de culture récolté à D0600 0.6, 
sont resuspendus dans un volume équivalent au culot de tampon froid A200 KCl (20 mM 
Tris-HCl pH8.0, 5 mM MgAc, 200 Mm KCl, 0.2% Triton-X100) additionné de 1 mM de 
DTT, une pastille d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases complete EDTA-free, 0.1 U/µl de 
RNasin. Environ 400 µl de billes en verre (Sigma) sont ajoutées pour 800 µl de suspension de 
levure. Les cellules sont ensuite cassées par trois cycles successifs de 2.5 minutes de broyage 
au vortex, séparés par 2 minutes d’incubation dans la glace. Les extraits sont clarifiés par 
deux centrifugations successives à 13000 rpm pendant 5 minutes à 4°C. Les extraits sont 
ensuite quantifiés en mesurant l’absorbance à 260 nm sur un spectrophotomètre Nanodrop 
2000. Pour une DO260=100, environ 500 µl d’extrait sont incubés pendant 2 heures à 4°C sur 
une table agitante avec 15 µl de billes IgG sépharose 6 fast flow (GE Healthcare), pour un 
volume total d’1 ml, ajusté avec du tampon A200 KCl additionné de 1 mM de DTT, une 
pastille d’inhibiteur de protéases complete EDTA-free et 0.1 U/µl de RNasine. Pour l’analyse 
des ARN, les billes sont lavées 7 fois avec 1 ml de tampon froid A200 KCl additionné de 1 
mM de DTT et d’une pastille d’inhibiteurs de protéases complete EDTA-free. Les ARN 
associés aux billes sont extraits comme décrit dans la partie « Extraction d’ARN et analyse 
par Northern blot ». Pour l’analyse des protéines, les billes sont lavées 5 fois avec 1 ml de 
tampon A200 KCl additionné de 1 mM de DTT et d’une pastille d’inhibiteurs de protéases 
complete EDTA-free, puis 2 fois avec 1 ml de tampon froid A200 NaCl (20 mM Tris-HCl pH 
8.0, 5 mM MgAc, 200 mM NaCl, 0.2% Triton-X100) additionné de 1 mM de DTT et d’une 
pastille d’inhibiteurs de protéases complete EDTA-free. 50 µl de tampon 2X SDS sont ajoutés 
au culot de billes sur lesquelles sont fixées les protéines. Celles-ci sont analysées comme 
décrit dans la partie « analyse par Western-blot ». 
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Purification du complexe 
 
25g de broyat de la souche de levure exprimant la protéine appât, dépourvue ou non d’une 
autre protéine du complexe, sont resuspendus dans un tampon A (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 
150 mM NaCl, 100 Mm MgCl2, 0.1% Igepal) additionné d’une pastille d’un cocktail 
d’inhibiteurs de protéases Roche complete EDTA-free. La suspension est ultracentrifugée 
pendant 2 heures à 39000 rpm, 4°C (rotor Ti50.2 Beckman) sans frein. Le surnageant subit 
une deuxième étape d’ultracentrifugation pendant 45 minutes à 39000 rpm, 4°C. Le pH du 
lysat clarifié est ajusté entre 7.4 et 8 par ajout de tampon Tris-HCl 1M. Après quantification 
par dosage avec la méthode de Bradford, le lysat est réparti dans trois colonnes de purification 
de 20 ml (Biorad) contenant 600 µl de billes IgG sépharose 6 fast Flow (GE Healthcare). La 
suspension est incubée pendant 30 minutes à 4°C sous agitation. Les billes sont ensuite lavées 
avec un tampon B (20 mM Hepes pH 7.4, 100 mM KOAc, 150 mM NaCl, 100 mM MgCl2, 1 
mM DTT, 0.02% Tween, 0.1% Triton X-100), puis incubées pendant 2 heures à 4°C avec 40 
U de l’enzyme protéase prescission (PPX) (GE Healthcare). Les élutions sont ensuite 
déposées sur une colonne de purification (Biorad) de 10 ml  contenant 200 µl de billes anti-
Flag (Sigma). La colonne est lavée avec un tampon C (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 
mM NaCl, 100 mM MgCl2, 1 mM DTT). Les élutions sont récupérées par gravitation après 
ajout de cinq fois 200 µl de tampon C contenant un peptide compétiteur 2X Flag (100 µg/ml). 
Dans le cas de la purification du complexe par chromatographie d’exclusion, 60g de broyat de 
la souche de levure exprimant la protéine appât sont utilisés. Le protocole utilisé pour la 
purification d’affinité en tandem est le même que ci-dessus. Les élutions E3 à E5 sont ensuite 
concentrées à l’aide de colonnes Vivaspin (Sartorius) en procédant par ajout de 3% BSA et 3 
fois 2 minutes de centrifugation à 13000 rpm. L’échantillon concentré est ensuite chargé sur 
une colonne de gel filtration Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare). Les différentes 
fractions de 500 µl récoltées sont ensuite précipitées puis analysées par Western blot. 
 
Purification des particules pré-60S précoces 
 
60g de broyat de la souche de levure exprimant la protéine appât, dépourvue ou non d’une 
autre protéine du complexe, sont resuspendus dans un tampon A (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 
150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.1% Igepal) additionné d’une pastille d’un cocktail 
d’inhibiteurs de protéases Roche complete EDTA-free et 5 µl de RNAsin (200 U) (Promega). 
La suspension est centrifugée pendant 18 minutes à 18000g, 4°C (rotor JA20 Beckman) sans 
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frein. Le pH du lysat clarifié est ajusté entre 7.4 et 8 par ajout de tampon Tris-HCl 1M. Après 
quantification par dosage avec la méthode de Bradford, le lysat est réparti dans six colonnes 
de purification de 20 ml (Biorad) contenant 600 µl de billes IgG sépharose 6 fast Flow (GE 
Healthcare). La suspension est incubée pendant 30 minutes à 4°C sous agitation. Les billes 
sont ensuite lavées avec un tampon B (20 mM Hepes pH 7.4, 100 mM KOAc, 150 mM NaCl, 
10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.02% Tween, 0.1% Triton X-100), puis incubées pendant 2 
heures à 4°C avec 40 U de l’enzyme protéase prescission (PPX) (GE Healthcare) et 5 µl de 
RNAsin. Les élutions sont ensuite déposées dans deux colonnes de purification (Biorad) de 10 
ml  contenant 200 µl de billes anti-Flag (Sigma). Les colonnes sont lavées avec un tampon C 
(10 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT). Les élutions sont 
récupérées par gravitation après ajout de cinq fois 200 µl de tampon C contenant un peptide 
compétiteur 2X Flag (100 µg/ml). 
 
Purification avec la souche mutante rrn3-ts :  
 
Une souche de levure exprimant un mutant thermosensible d’un facteur requis pour la 
transcription de l’ADNr par l’ARN polymérase I et la protéine Rsa3p étiquetée avec FPZ a été 
construite. 12 litres de culture de cette souche de levure ont été cultivés jusqu’à une D0600 
comprise entre 0.6 et 0.8,  à la fois à la température permissive (24°C) et non-permissive 
(37°C) dans du milieu YP 2% glucose. Les expériences de purification ont été réalisées en 
suivant le même protocole de purification que pour les particules pré-60S précoces. 
 
Observation des échantillons au microscope électronique à transmission 
 
3.5 µl d’élution d’une expérience de purification sont déposés sur une grille carbonée de 
microscopie électronique (EMS 300 mesh Cu). Le surplus de la suspension est éliminé par 
absorption avec un papier filtre (Whatman 1). La grille est lavée par dépôt de 3,5 μl d’acétate 
d’uranyle, immédiatement éliminés avec le papier filtre (Whatman 1). 3,5 μl d’acétate 
d’uranyle sont à nouveau déposés sur la grille. L’excès de liquide est absorbé avec le papier 
filtre (Whatman 1) trente secondes plus tard. L’observation des échantillons est faite sur le 
microscope électronique à transmission Jeol JEM1400 du plateau de microscopie électronique 
METI. La source du microscope est un filament de tugstène opérant sous une tension 
accélératrice de 120 keV. L’acquisition des images est réalisée avec une camera CCD Gatan-
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Orius SC1000B et le logiciel digital micrograph. Les images sont ensuite analysées avec le 
logiciel Image J. 
 
Tests d'activité ATPase 
 
L’activité ATPase de la protéine Dbp6p a été mesurée dans un volume réactionnel de 5 µl 
contenant ou non, en fonction des conditions, les protéines recombinantes Dbp6p et Rsa3p 
(1.85 µM), un fragment d’ARN (2µM), dans une solution composée de 25 mM HEPES (pH 
8.0), 10 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.2 mM DTT, 100 µg/ml BSA additionnée d'un mélange de 
100µM d’ATP froid et 0.6 µCi/µl [α-32P]-ATP utilisé comme traceur. La réaction est incubée 
pendant 30°C, puis stoppée dans la glace et analysée par chromatographie sur couche mince 
sur des plaques en PEI-Cellulose (Merck) dans un tampon de migration composé de 0.75 µM 
de KH2P04. Les plaques sont séchées et les signaux quantifiés sur un phosphorimager Fuji 
BAS 3000. 
 
Tests d'activité hélicase 
 
Les substrats utilisés pour tester l'activité hélicase ont été préparés par hybridation de courts 
oligonuléotides ADN radiomarqués (21 nucléotides), sur l'extrémité 5' ou 3' d'un long ARN 
de 113 nucléotides. Les oligonucléotides sont mélangés en quantités équimolaires dans un 
tampon de 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA et 100 mM NaCl. 
Le substrat hélicase 5’-3’ ou 3’-5’ (1 nM) a été pré-incubé avec 1.65 µM des protéines 
recombinantes Dbp6p et Rsa3p, pendant 15 minutes. Le mélange réactionnel (10 µl du 
tampon décrit ci-dessus) a été complémenté ou pas avec 1 mM d’un co-facteur nucléotidique, 
et incubé à 30°C. La réaction est stoppée par l’addition de 2 μl d’une solution contenant 1 
mg/ml de protéinase K, 1.25% de SDS, 10 nM de Tris-HCl, 0.06% de bleu de bromophénol, 
0.06% de xylène cyanol et 30% de glycérol en présence d’un excès d’un facteur 100 d’un 
oligonucléotide piège correspondant à l'oligonucléotide court radiomarqué sur le substrat. Les 
échantillons sont séparés par électrophorèse sur un gel de polyacrylamide 8% dans un tampon 
de migration TBE 1X. Les gels sont séchés et quantifiés avec un phosphorimager Fuji BAS 
3000. 
 




La protéine recombinante Dbp6p (2 µM) est incubée dans 10 µl du tampon réactionnel décrit 
ci-dessus en présence de 0,125 µM d’α32P-ATP (0,4 mCi/ml) pendant 30 mn à 30°C. Si 
nécessaire, de l’ATP ou de l’ADP non-radioactif à une concentration de 0,4 mM, et de l’ARN 
sous forme d’hemi-duplex d’oligonucléotides à 20 nM ont été ajoutés au mélange 
d’incubation. Puis les échantillons sont soumis à un pontage aux UV à 254 nm pendant 10 mn 
dans de la glace, avant d’être séparés par électrophorèse sur gel SDS Tris-glycine à 4-20%, et 
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Ribosomes are huge molecular complexes present in ali cells of living things. They result 
from  the  assembly  of  ribosomal  RNA  (rRNA)  and  ribosomal  proteins,  constituting 
ribonucleoproteins (RNP). They  play  a  major role  in  decoding the genetic  information 
contained in messenger RNA (mRNA) to translate them into proteins during translation. 
Production of eukaryotic ribosomes is initiated by transcription of a pre-ribosomal rRNA 
(pre-rRNA) precursor of mature 18S rRNA, 5.8S and 25S 1 28S by RNA polymerase I, which 
is chemically modified and trimmed with endo- and exoribonucleases, in order to form mature 
rRNAs. The nascent pre-rRNA associates witb ribosomal proteins, small ribonucleoprotein 
particles (snoRNP) and proteins called "non-ribosomal", leading to the assembly of an initial 
pre-90S particle. This particle is then split into pre-ribosomal pre-40S arid pre-60S particles 
!bat  follow independent maturation patbways leading to mature ribosomal 40S and 60S 
subunits. Synthesis of eukaryotic ribosomes requires the intervention of more than 200 non- 
ribosomal proteins that associate with pre-ribosomal particles and are absent from mature 
cytoplasmic ribosomes. Data  obtained  in  collaboration suggest that  five  non-ribosomal 
proteins involved in the early maturation steps of the large ribosomal subunit Npal p, Npa2p, 
Nop8p, Dbp6p and Rsa3p forma  complex in the absence ofribosomal RNA. It would be the 
biggest and only known protein module required for the formation of ribosomal subunits. 
Nop8p contains a RNA binding domain and could !ether the complex with pre-rRNA, and 
Dbp6p is a putative RNA helicase. Components of the complex may constitute regulators and 
1 or Dbp6p targets. The objectives of my thesis were to determine whether Npal p, Npa2p, 
Nop8p, Dbp6p and Rsa3p can form a complex outside the context of pre-ribosomes, 
characterize protein 1 protein interactions witbin the complex, and also to study its structure 
and function. During my thesis, I demonstrated that Nop8p, Dbp6p and Rsa3p are associated 
witb 35S, 32S and 27SA2 pre-rRNAs, and are therefore constitutive of the same pre- 
ribosomal particles than Npalp  and Npa2p. Npalp,  Npa2p, Nop8p and Rsa3p can form a 
stable complex !hat exists once dissociated pre-ribosomal particles. Electron microscopie 
observation reveal two types of complexes. Furthermore, Dbp6p helicase can interact with 
this complex, but in a more labile fashion, since it is dissociated in presence of a high 
concentration of magnesium. Depletion experiments show !bat the absence ofNop8p does not 
prevent interactions witb Npal p, Npa2p and Rsa3p, and that the absence of Npa2p does not 
prevent interactions with Npalp, Nop8p and Rsa3p. However, the absence ofNpalp strongly 
destabilizes tbe complex. Loss of expression of Dbp6p also affects the efficiency of co- 
precipitation of 35S, 32S and 27SA2 pre-rRNAs, but to a lesser extent. In parallel, we began a 
study of protein 1 protein interactions between members of the complex. Preliminary data 
suggest a direct interaction between Npalp or Npa2p and Dbp6p, and Npalp and Rsa3p. We 
also began conducting an in vitro study of Dbp6p that suggest it has a helicase activity. 
Finally, by CRAC analysis we show !hat Npal p binds adjacent to large ribosomal protein 
Rpl3 on 25S rRNA, and could collaborate with it in local rRNA folding. 
1Les ribosomes sont les molécules présentes dans toutes  les cellules du règne vivant  lis 
résultent  de  l'assemblage  d'ARN  ribosomiques  (ARNr)  et  de  protéines  ribosomiques, 
constituant des particules ribonucléoprotéiques (RNP). lis jouent un rôle majeur en décodant 
l'information génétique contenue dans les ARN messagers (ARNm) afin de les traduire en 
protéines lors du processus de traduction. La production des ribosomes chez les eucaryotes est 
initiée  par  la  transcription  par  l'ARN  pol  I  d'un   pré-ARNr  ribosomique  (pré-ARNr) 
précurseur desARNr matures 18S, 5.8S et 25S/28S, qui sera modifié chimiquement et digéré 
par des endo- et exoribonucléases pour aboutir aux ARNr matures. Le pré-ARNr en cours de 
synthèse s'associe  avec des   protéines ribosomiques,  des petites  particules 
ribonucléoprotéiques (snoRNP) et des protéines dites « non ribosomiques » conduisant à 
l'assemblage de la particule 90S initiale. Cette particule est ensuite scindée en particules pré- 
ribosomiques pré-40S et pré-60S, qui vont suivre des voies de maturation indépendantes pour 
aboutir aux sous unités ribosomiques 40S et  60S  mature. La  production des ribosomes 
eucaryotes requiert l'intervention de plus de 200 protéines dites « non ribosomiques », qui 
s'associent   avec les  particules pré-ribosomiques et sont absentes des ribosomes 
cytoplasmiques matures. Des données obtenues en collaboration suggèrent que cinq protéines 
non-ribosomiques impliquées dans les étapes précoces de la formation de la grande sous-unité 
ribosomique, Npalp,  Npa2p, Nop8p, Dbp6p et Rsa3p forment un complexe en l'absence 
d'ARN  ribosomique. li  s'agirait  du plus gros  complexe connu composé uniquement de 
protéines, requis pour la formation des sous unités ribosomiques. Nop8p contient un domaine 
de liaison à l'ARN et pourrait permettre de fixer le complexe au pré-ARNr, et Dbp6p est une 
potentielle ARN hélicase. Les composants du complexe pourraient constituer des régulateurs 
!  et/ou des cibles de Dbp6p. Les objectifs de ma thèse étaient de déterminer si les protéines 
Npalp,  Npa2p, Nop8p, Dbp6p et Rsa3p forment effectivement un complexe en dehors des 
pré-ribosomes, de caractériser les interactions protéine/protéine au sein du complexe et sa 
structure et d'étudier les fonctions de ses composants. Au cours de ma thèse, j'ai  mis en 
évidence que Nop8p, Dbp6p et Rsa3p sont associées aux pré-ARNr 35S, 32S et 27SA2 et font 
donc partie des mêmes particules pré-ribosomiques que  Npal p  et Npa2p. Les protéines 
Npal p, Npa2p, Nop8p et Rsa3p forment un complexe stable, qui persiste une fois dissocié des 
particules pré-ribosomiques. L'observation au microscope électronique à transmission des 
complexes purifiés révèle la présence de deux types de complexes de tailles différentes. Par 
ailleurs, l'hélicase Dbp6p interagit avec ce complexe, mais de manière plus labile car elle en 
est dissociée en présence d'une forte concentration en magnésium. Les analyses de déplétion 
de chaque membre du complexe montrent que l'absence de Nop8p n'empêche pas les 
interactions entre Npalp,  Npa2p et Rsa3p, et que l'absence  de Npa2p n'empêche pas les 
interactions entre Npalp,  Nop8p et Rsa3p. En revanche, l'absence  de Npalp  déstabilise 
totalement le complexe. La perte d'expression de Dbp6p affecte également l'efficacité de co- 
précipitation de ces pré-ARNr, mais dans une moindre mesure. En parallèle, nous avons 
débuté une étude des interactions protéine/protéine qui s'établissent entre les membres du 
complexe. Des données préliminaires suggèrent des interactions directes entre Npal p, Npa2p 
et Dbp6p et entre Npalp  et Rsa3p. Nous avons également commencé à effectuer des tests 
d'activité in vitro de l'hélicase Dbp6p qui suggèrent qu'elle présente une activité ATPase. 
Enfin, nous avons également localisé le site de fixation sur le pré-ARNr de Npal p situé à 
proximité de la protéine ribosomique Rpl3, suggérant qu'ils  pourraient collaborer dans la 
compaction du pré-ARNr. 
